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1.1 Resumen en castellano 
Introducción 
El carcinoma epidermoide de ano es una neoplasia poco frecuente con una 
incidencia creciente a nivel global. Aunque es más frecuente en la mujer, la 
población de mayor riesgo son los varones que mantienen relaciones sexuales 
con varones, especialmente en la población infectada por el virus de la 
inmunodeficiencia humana. En el 85% de los casos la base etiopatogénica se 
fundamenta en la persistencia de infección por genotipos de alto riesgo del virus 
del papiloma humano, favorecida por la inmunodepresión y el consumo de 
tabaco. Las oncoproteínas virales E6 y E7 promueven la degradación de p53 y 
Rb, respectivamente, en la célula huésped, favoreciendo la transformación a 
carcinoma infiltrante. Algunos factores clínicos de mal pronóstico son el sexo 
masculino, la afectación ganglionar, el tamaño mayor a 5 cm, o la presencia de 
ulceración cutánea. Menos evidencia existe acerca de los factores pronósticos 
moleculares. El tratamiento de la enfermedad localizada se basa en la 
administración de radioterapia concurrente con mitomicina y fluoropirimidinas 
desde la década de los 70. A pesar de esta aproximación terapéutica, uno de 
cada tres pacientes presentará una recaída, habitualmente local.  
La tecnología de secuenciación de nueva generación ha permitido un gran 
progreso en el conocimiento de la biología molecular del cáncer, con los 
consecuentes avances en el escenario clínico. Es esencial, por tanto, trasladar 
esta técnica también al carcinoma epidermoide de ano, con objeto de conocer 
las alteraciones genómicas y las vías de señalización que regulan la patogénesis 
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de esta entidad, así como encontrar factores pronósticos, biomarcadores 
predictivos de respuesta, e incluso abordar la identificación de dianas 
terapéuticas.  
Objetivos 
El objetivo principal de este trabajo es identificar aquellos genes que presentan 
variantes de alto impacto en carcinoma epidermoide de ano, evaluados mediante 
secuenciación del exoma completo de tejido tumoral conservado en parafina. 
Por otro lado, se pretende determinar las principales vías de señalización 
alteradas en este tumor, así como aquellos genes con variantes potencialmente 
asociados a características clínico-patológicas y a supervivencia libre de 
enfermedad.  
Material y métodos 
Se ha realizado secuenciación del exoma completo de 46 muestras, naïve para 
tratamiento, de carcinoma epidermoide de ano localizado, correspondientes a 46 
pacientes con información clínica disponible. En el análisis de datos se ha 
planteado una doble aproximación. Por un lado, se ha realizado un análisis 
restrictivo, mediante VarSeq™ y Alamut con objeto de identificar variantes 
genéticas de alto impacto. A partir de las variantes encontradas tras este análisis, 
se han caracterizado las vías de señalización alteradas por PANTHER.  Por otro 
lado, se ha planteado un análisis exploratorio, a partir de las variantes genéticas 
más frecuentes, de impacto alto o moderado, identificadas mediante Variant 
Effect Predictor, con la intención de caracterizar los diferentes grupos clínico-
patológicos e identificar los genes afectados por variantes que pudieran 
asociarse a un peor pronóstico de la enfermedad. 
  




Se identificaron un total de 333 variantes de alto impacto sobre 312 genes. El 
tipo de alteración más frecuente es la sustitución nonsense (61%). Los genes 
que presentaron variantes de alto impacto recurrentemente fueron FBXW7 (9%), 
ZNF750 (7%), CLTC (7%), NEXN (7%), ARHGAP21 (4%), CNOT7 (4%), COG1 
(4%), FAT1 (4%), KIAA0753 (4%), KMT2C (4%), KMT2D (4%), NSD1 (4%), 
RHBG (4%), SRRM3 (4%), SYNE2 (4%) y TRAF3IP1 (4%).  
Las vías de señalización más frecuentemente alteradas fueron la vía de Wnt, 
inflamación, angiogénesis, receptores de la colecistoquinina, apoptosis, EGFR, 
endotelina, integrinas y PDGF.  
En el análisis exploratorio de variantes genéticas asociadas a características 
clínico-patológicas: 1) La presencia de variantes genéticas sobre 15 genes se 
asoció a tumores sin infección por el virus del papiloma humano: ZC3H13, 
ATXN2L, ATRNL1, ASCL1, NEB, KAT6B, RANBP2, PHACTR4, DMD, RYR2, 
C2orf16, BIRC6, CMYA5, PCNT y SDK1.  2) Las variantes sobre ATM, DMD, 
MED1, VWF, SYNE1, CYFIP2, PAPPA2, VWA3A, FTSJ3, UTP14A y SLFN11 se 
encontraron más frecuentemente en los estadios III, mientras que las variantes 
sobre ARID1A fueron más frecuentes en los estadios I-II. 3) Las variantes sobre 
ATM, DMD, VWF, SYNE1 y PAPPA2 son más frecuentes en los casos con 
afectación ganglionar y, ARID1A, PCNXL2 y SBF1 en los pacientes sin extensión 
linfática. 4) Aquellos casos con infección por VIH se asociaron a la presencia de 
variantes genéticas sobre KRAP 5.10. 
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El análisis exploratorio de alteraciones genéticas con valor pronóstico mostró 
que la presencia de variantes genéticas sobre BRCA2, ZNF750, ZC3H13, 
ZNF599 y FAM208B se asocia a peor supervivencia libre de enfermedad.   
Conclusiones 
En esta serie de carcinoma epidermoide de ano, se ha identificado una 
frecuencia baja de variantes de alto impacto sobre múltiples genes. Entre estas 
variantes, se ha confirmado la presencia de mutaciones previamente descritas, 
como FBXW7, KMT2C, KMT2D o FAT1, pero también se han identificado genes 
con variantes no establecidas en esta neoplasia. La mayoría de las múltiples vías 
de señalización de carcinoma de ano identificadas forman parte de los hallmarks 
del cáncer. Asimismo, se han encontrado genes con variantes potencialmente 
asociados a diferentes características clínico-patológicas y con valor pronóstico. 
Es necesaria la validación de estos resultados en series de mayor tamaño 
muestral.   
1.2 Resumen en inglés 
Introduction 
The anal squamous cell carcinoma is an infrequent neoplasia with an increasing 
incidence worldwide. Although it is more frequent in women, the higher risk 
population are men who have sex with men, particularly in HIV-infected 
population. In 85% of cases, the etiopathogenesis is based on the persistence of 
high-risk human papilloma virus infection, facilitated by tobacco consumption and 
immunodepression. The viral oncoproteins E6 and E7 promote the degradation 
of p53 and Rb respectively in the host cell, inducing the transformation into 
infiltrative carcinoma. Some poor prognostic clinical factors are male sex, lymph 
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node involvement, size greater than 5 cm or the presence of cutaneous 
ulceration. Less evidence exists about molecular prognostic factors. From 1970s, 
the treatment in the localized disease consists on the administration of radiation 
concurrently with mitomycin and fluoropyrimidines. In spite of this therapeutic 
approach, one of every four patients will have a relapse, usually local.  
The next generation sequencing technology has allowed a great progress in the 
cancer molecular biology knowledge, with the consequent advance in the clinical 
scenario. It is essential, therefore, to transfer also this technology to the anal 
squamous cell carcinoma, in order to identify the genomic alterations and the 
signaling pathways that regulate  the pathogenesis of this medical entity, as well 
as to find prognostic factors, predictive biomarkers of response, and even to 
address the identification of therapeutic targets.  
Aims 
The main objective of this work is to identify those genes that have high impact 
variants in anal squamous cell carcinoma, evaluated by whole exome sequencing 
of tumor tissue preserved in paraffin. On the other hand, it is intended to 
determine the main pathways altered in this tumor, as well as those genes with 
variants potentially associated with clinical-pathological characteristics and with 
disease free survival.   
Material and methods 
Whole exome sequencing from 46 treatment-naïve samples of localized anal 
squamous cell carcinoma, corresponding to 46 patients with disposable clinical 
information, was performed.  
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In the data analysis, a double approach has been proposed. On the one hand, a 
restrictive analysis using VarSeq™ and Alamut was completed, in order to 
identify the high impact genetic variants. From the genes with variants 
determined in this analysis, the altered pathways were characterized by 
PANTHER. On the other hand, an exploratory analysis from the most frequent 
genetic variants, analyzed by Variant Effect Predictor, was performed, in order to 
characterize the different clinical-pathological groups, and identify the genes 
affected by variants that could be associated with a worse prognosis of the 
disease.  
Results 
A total of 333 high impact variants were identified through 312 genes. The most 
frequent type of alteration is the nonsense substitution (61%). The genes which 
recurrently presented high impact variations were FBXW7 (9%), ZNF750 (7%), 
CLTC (7%), NEXN (7%), ARHGAP21 (4%), CNOT7 (4%), COG1 (4%), FAT1 
(4%), KIAA0753 (4%), KMT2C (4%), KMT2D (4%), NSD1 (4%), RHBG (4%), 
SRRM3 (4%), SYNE2 (4%) and TRAF3IP1 (4%).  
The most frequently altered pathways were Wnt, inflammation, angiogenesis, 
cholecystokinin receptors, apoptosis, EGFR, endothelin, integrins and PDGF 
pathways.  
In the exploratory analysis of genetic variants associated with clinical-
pathological features: 1) The presence of genetic variants in 15 genes was 
associated with tumors without human papilloma virus infection: ZC3H13, 
ATXN2L, ATRNL1, ASCL1, NEB, KAT6B, RANBP2, PHACTR4, DMD, RYR2, 
C2orf16, BIRC6, CMYA5, PCNT and SDK1. 2) Variants in ATM, DMD, MED1, 
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VWF, SYNE1, CYFIP2, PAPPA2, VWA3A, FTSJ3, UTP14A and SLFN11 were 
more frequently found in stage III, while the variants in ARID1A were more 
frequent in stage I-II. 3) Variants in ATM, DMD, VWF, SYNE1 and PAPPA2 were 
more frequent in cases with lymph node involvement and, ARID1A, PCNXL2 and 
SBF1 in patients without lymph node extension. 4) Those cases with HIV-
infection were associated with the presence of genetic variants in KRAP 5.10. 
The exploratory analysis of genetic alterations with prognostic value showed that 
the presence of genetic variants in BRCA2, ZNF750, ZC3H13, ZNF599 and 
FAM208B is associated with worse disease-free survival.  
Conclusions 
In this series of anal squamous cell carcinoma, a low frequency of high impact 
variants on multiple genes has been identified. Among these variants, the 
presence of previously described mutations has been confirmed, as FBXW7, 
KMT2C, KMT2D or FAT1, but also genes with variants previously not established 
in this neoplasia have been identified. Most of the multiple identified pathways in 
anal squamous cell carcinoma are part of hallmarks of cancer. Likewise, genes 
with variants potentially associated with different clinical-pathological 
characteristics and with prognostic value have been found. It is necessary to 

























2 INTRODUCCIÓN  
2.1 Epidemiología del carcinoma epidermoide de ano  
El carcinoma de ano es una neoplasia poco frecuente con una incidencia 
creciente, que comprende el 2,5% de los tumores digestivos en Estados Unidos 
(1). En el período 1975-2009 la incidencia del carcinoma escamoso de ano se 
ha duplicado (2) y en los años posteriores, el número de casos continúa 
incrementándose progresivamente (1). Un estudio reciente, que analiza la 
epidemiología del carcinoma de ano a nivel global, aunque no incluye países 
africanos, señala que América, Australia, y Norte y Oeste de Europa presentan 
la mayor incidencia, mientras que Asia, Europa central, Europa Oriental y 
España presentan incidencias más bajas (3). Globalmente,  existe un incremento 
en la incidencia de carcinoma escamoso de ano, exceptuando Asia y España, 
donde se evidencia una estabilización (3) (figura 1). 
En España, la incidencia del carcinoma escamoso de ano es inferior a la que 
presentan otros países de su entorno (0,3 y 0,1 por 100.000 para hombres y 
mujeres respectivamente en 2006) (3) (figura 1). La tendencia en mortalidad por 
carcinoma escamoso de ano para el año 2025 permanece estabilizada para las 
mujeres con un incremento para los varones (4) . 
  




Figura 1. Incidencia ajustada por edad de carcinoma epidermoide de ano, por sexos1  
Los motivos del incremento generalizado en la incidencia del carcinoma 
escamoso de ano no están claramente definidos, aunque, teniendo en cuenta su 
estrecha asociación a la infección por el virus del papiloma humano (VPH), 
podría estar relacionado con un incremento de la prevalencia de infección de 
VPH en región anal.  
 
1 Imagen reproducida de Islami F et al, International trends in anal cancer incidence rates. Int J Epidemiol. 
2017 Jun 1;46(3):924–38, con permiso de Oxford University Press. 
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Otros factores que se asocian al carcinoma epidermoide de ano son el consumo 
de tabaco (5), la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (6) 
y otras causas de inmunodepresión. El tratamiento con antiretrovirales para VIH 
no ha conseguido disminuir el riesgo de desarrollar un carcinoma escamoso de 
ano, probablemente por haber permitido un incremento en la supervivencia de 
estos pacientes.  
Además, la edad más temprana en la primera relación sexual, así como el mayor 
número de compañeros sexuales también se asocian con un mayor riesgo de 
carcinoma escamoso de ano.   
La población con mayor riesgo la encontramos en hombres que mantienen 
relaciones sexuales con hombres (HSH), especialmente en aquellos infectados 
por VIH, alcanzando una incidencia de 131 casos por 100.000 (6). No obstante, 
en la mayoría de los países, el cáncer de ano es más frecuente entre las mujeres 
(3) (figura 1). En EEUU, por ejemplo, dos de cada tres casos de carcinoma 
epidermoide de ano ocurren en mujeres (1). En España, no obstante, la 
incidencia es mayor en hombres (3). El pico de edad de presentación en 
prácticamente todas las regiones se sitúa entre los 45-64 años. 
2.2 Anatomía de la región anal  
La región anal es el extremo terminal del tubo digestivo y se divide en canal anal 
y margen anal.  
El canal anal se origina, proximalmente en la zona donde el recto entra en el 
cabestrillo puborrectal, (palpable como el anillo anorrectal en el tacto rectal), 
aproximadamente 1-2 cm proximal a la línea dentada y se extiende hasta la unión 
mucocutánea con la piel perianal, distal a la hendidura interesfinteriana (o línea 
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blanca de Hilton) y con el límite más externo del esfínter muscular interno (7) 
(figura 2).  
 
Figura 2. Anatomía de la región anal 2 
El canal anal presenta mucosa correspondiente a 3 histologías diferentes: La 
parte más proximal del ano está tapizada por mucosa colorrectal, la región más 
proximal a la línea dentada esta revestida por epitelio transicional, mientras que 
la zona más distal del canal anal está recubierta por un epitelio escamoso no 
queratinizante, desprovisto de apéndices epidérmicos (folículos pilosos, 
glándulas apocrinas y glándulas sudoríparas).  
 
2 Imagen reproducida de Glynne-Jones R, Nilsson PJ, Aschele C, Goh V, Peiffert D, Cervantes A, et al. 
Anal cancer: ESMO-ESSO-ESTRO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. 
Ann Oncol. 2014 Sep;25 Suppl 3:iii10-20. Copyright © (2014), con permiso de Elsevier (8). 
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El margen anal o periano se extiende desde la hendidura interesfinteriana hasta 
la piel perianal. Se encuentra recubierto de epidermis, pero no de mucosa.  
 
2.3 Etiopatogenia del carcinoma epidermoide de ano 
La carcinogénesis del carcinoma escamoso de ano es muy similar a la del 
carcinoma escamoso de cérvix. En ambos casos el pilar básico y evento inicial 
es habitualmente la infección por VPH, específicamente por genotipos de alto 
riesgo oncogénico, asociándose habitualmente a otros factores coadyuvantes 
que impiden el aclaramiento del VPH y favorecen la progresión tumoral. Para 
entender esta analogía con el cáncer de cérvix hay que tener en cuenta que 
ambas estructuras comparten las siguientes características embriológicas, 
anatómicas, histológicas y patológicas: 1. El origen embriológico desde la 
membrana cloacal embrionaria, presentando epitelio procedente de áreas de 
fusión de tejido endodérmico y ectodérmico da lugar a un epitelio escamo-
columnar; 2. La región más susceptible para la infección por VPH corresponde a 
este epitelio de transición mucosa glandular-escamoso; 3. El papel patogénico 
central del VPH en la mayoría de los casos de carcinoma escamoso. En 
carcinoma de cérvix se considera factor indispensable (9,10), mientras que el 84-
88% de los casos de carcinoma de ano presentan infección por VPH (11,12).  
Desde que ocurre la infección por VPH hasta el desarrollo de cáncer de ano 
existen varias etapas que incluyen la persistencia de la infección por VPH, el 
desarrollo de carcinoma in situ de bajo grado, que evoluciona posteriormente a 
alto grado y finalmente la transformación a carcinoma infiltrante. La infección por 
VIH y la inmunodepresión, así como el consumo de tabaco (5) son factores  
coadyuvantes en la etiopatogenia del carcinoma escamoso de ano.   
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2.3.1 Infección por el virus del papiloma humano 
Los VPH son virus de doble cadena de ADN pertenecientes a la familia 
Papillomaviridae altamente específicos de especie, de forma que el VPH 
solamente puede infectar a humanos (13). Existen más de 120 genotipos de 
VPH, de los que aproximadamente 40 pueden infectar el tracto anogenital 
(13,14) 
Las neoplasias asociadas a VPH representan el 3,3% del cáncer en las mujeres 
y el 2% en varones en EEUU (2). El carcinoma de cérvix es la neoplasia más 
estudiada, siendo la infección por VPH condición indispensable para su 
desarrollo (9,10). Además del carcinoma de cérvix y de ano, el VPH también 
tiene un papel etiopatogénico en otras neoplasias como el carcinoma de 
orofaringe (15), vulva (16), vagina (17) y pene (18), aunque con una asociación 
menos marcada (12-70%) (19). 
El espectro de subtipos de VPH involucrados en la etiopatogenia del carcinoma 
escamoso de ano y cérvix es muy similar. El genotipo 16 está presente en la 
mayoría de los carcinomas de ano (73-80%) (5,12,20) seguido del genotipo 18 
en el 3,6% de los casos (12). 
El VPH requiere un epitelio estratificado para poder completar el ciclo infeccioso. 
Inicialmente se produce la infección cuando el virus tiene acceso a una de las 
células basales a través de un microtrauma, donde existe una replicación 
reducida con baja expresión viral génica en un intento de evitar la detección y 
respuesta inmunológica sobre la célula afectada. Posteriormente, en paralelo al 
proceso de diferenciación de la célula infectada y en las capas más superficiales 
se produce el ensamblaje y liberación viral (14).   
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Es importante resaltar que el VPH es responsable de la infección de transmisión 
sexual más frecuente (21), y que la mayoría de las mujeres y varones 
sexualmente activos va a contraer al menos una infección por VPH a lo largo de 
sus vidas (22).  
La prevalencia de infección por VPH en región anal es variable en función del 
sexo y, en el caso de los varones, de la orientación sexual. Globalmente, 
podemos decir, que la prevalencia en hombres homosexuales es el doble que 
en mujeres, y en mujeres el triple que en hombres heterosexuales (23). Así, la 
prevalencia descrita en varones homosexuales varía entre el 57 y el 75% (24,25), 
en mujeres entre el 27 y el 31% (26,27) y en varones heterosexuales del 11,1% 
(28). Los escasos estudios que comparan la infección de VPH en ano y cérvix 
muestran una prevalencia similar en ambas localizaciones (26,27). Al igual que 
en región cervical, la prevalencia de infección en región anal parece disminuir 
con la edad (26). En cuanto a la infección por el genotipo 16, un metaanálisis de 
2012 concluye que está presente en región anal en el 12,5% de los HSH, y en el 
35,4% de los HSH con infección por el VIH (29).  
Se ha planteado que la infección por VPH podría tener efecto de campo, es decir, 
podría migrar de una a otra zona del cuerpo sin necesidad de contacto sexual 
previo en esa zona (30). Esta característica explicaría en parte la presencia de 
infección VPH anal en varones heterosexuales, la similar prevalencia en mujeres 
en región anal y cervical o que la mayoría de las mujeres con cáncer de ano no 
hubieran presentado previamente relaciones sexuales anales (31). Incluso se ha 
postulado la transmisión mano-ano (32), aislándose el mismo VPH en dedos y 
genitales de individuos (33,34). Sin embargo, al menos en cérvix, un estudio 
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prospectivo muy reciente descarta esta posibilidad, confirmando que la 
transmisión sexual genital-genital es la más habitual (35).  
Los factores de riesgo asociados para infección anal entre los varones son la 
infección previa a nivel genital, un número elevado de compañeros sexuales y la 
infección previa por virus de la hepatitis B (36,37).  
El motivo de mayor peso para riesgo de infección de VPH en región anal en la 
mujer es la propia infección a nivel cervical. De hecho, las pacientes con 
antecedentes de carcinoma infiltrante o in situ de cérvix tienen una incidencia 
mucho mayor de carcinoma escamoso de ano (38,39), mientras que el sexo anal 
receptivo es un factor de riesgo de menor consistencia en mujeres que en 
varones (5,39,40). Otros factores de riesgo son el número de compañeros 
sexuales y la edad menor a 30 años (27,39,41).  
Sin embargo, aunque la infección por VPH es una premisa necesaria para el 
desarrollo de carcinoma epidermoide de ano en la mayoría de los casos, no es 
suficiente por sí sola.  
2.3.2 Persistencia de infección por el virus del papiloma humano 
Tras la infección, el siguiente paso necesario en la carcinogénesis del carcinoma 
epidermoide de ano es la persistencia de la propia infección por VPH. En la 
mayoría de los casos de infección cervical se produce un aclaramiento de la 
misma durante los primeros 24 meses (42). Los escasos estudios longitudinales, 
que analizan la persistencia de infección en región anal también muestran, 
globalmente, un elevado aclaramiento, a excepción de HSH. Así, sendos 
estudios muestran que el 87% de las mujeres (43) y el 70,9% de los hombres 
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que mantienen relaciones sexuales con mujeres (HSM) habían aclarado la 
infección a los 12 y 6 meses respectivamente, mientras que solamente aclararon 
el 57,1% de los HSH a los 6 meses (44). Nyitray AG et al encontraron infección 
persistente para cualquier VPH a los 6 meses del 32,1% HSH y 4,2% HSM, 
mientras que para VPH oncogénicos fue del 16% y 1,6%, y para el VPH16 del 
5,1% y 0% para HSH y HSM respectivamente (44). Consecuentemente, parece 
obvio que el mantener relaciones sexuales anales receptivas favorece, además 
de la infección por VPH como se ha descrito previamente, la persistencia de la 
misma (5), incluyendo el genotipo 16 (45), y que la transitoriedad de la infección 
por VPH y fundamentalmente por VPH-16 en HSM podría ayudar a explicar las 
extremas diferencias entre la incidencia de cáncer de ano entre HSH y HSM.  
En este sentido, factores como la infección por VPH en región cervical (38,39), 
otras enfermedades ano-genitales relacionadas con VPH y la infección por VIH 
(6) son factores relacionados con la persistencia de infección de VPH en región 
anal. 
El papel de la respuesta inmune en el control de la replicación del VPH y por 
tanto en la persistencia de la infección en región anal se pone de manifiesto 
cuando se analizan los pacientes VIH (+). En este grupo de pacientes se 
multiplica la prevalencia de infección, manteniendo la estratificación de riesgos 
en función del sexo y la orientación sexual en los varones. Un estudio que analiza 
la infección en 251 mujeres VIH (+) y las compara con 68 mujeres VIH (-) mostró 
una mayor prevalencia de infección (76% vs 42%) y el aislamiento de un mayor 
número de genotipos de VPH (46). Por otro lado, las pacientes VIH (+) que 
presentaban un número de linfocitos CD4 inferior a 200 se asociaban a mayor 
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riesgo de presentar la infección (46). La población VIH (+) masculina también 
presenta una prevalencia de infección más elevada, particularmente en HSH, 
que alcanza el 89-95% (29,45,47), y en torno al 60% en HSM (45,47). Uno de 
estos estudios muestra que los pacientes con menores niveles de linfocitos CD4 
presentaban mayores niveles de ADN de VPH oncogénicos (47). El estudio de 
Patel muestra, además, que el genotipo 16 es el aislado más frecuentemente en 
la población VIH (+), con una prevalencia para HSH y HSM del 38% y 14% 
respectivamente y con un aclaramiento a los 48 meses del 51% y 60% (45).  
Otras causas de inmunosupresión también favorecen la persistencia de infección 
por VPH anal, así como el riesgo de desarrollo de carcinoma de ano, 
probablemente por el mismo mecanismo de acción (48,49)   
El consumo de tabaco es un factor de riesgo claramente establecido para el 
desarrollo de cáncer de ano (5,50). Aunque el papel carcinogénico del tabaco no 
parece estar asociado a un incremento del riesgo de infección por VPH (41,46) 
sí se asocia a un retraso en el aclaramiento de la infección del VPH (43).  
La persistencia anal del VPH también está influenciada por el propio genotipo, 
de forma que los VPH de alto riesgo presentan un aclaramiento más rápido (43).  
2.3.3 De la persistencia de infección por el VPH a la malignización  
Las lesiones anales asociadas al VPH se clasifican en dos grupos junto con el 
resto de lesiones del tracto anogenital: lesión escamosa intraepitelial de bajo 
grado (LSIL) o lesión escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL). Además, 
pueden clasificarse en neoplasia intraepitelial (IN) de ano (A) o periano (PA) 
grado 1, 2 ó 3, de forma que por ejemplo, una neoplasia intraepitelial de ano 
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grado 1 (AIN 1) corresponde a una LSIL anal, mientras que una AIN 2 o AIN 3 
corresponden a una HSIL anal. En aproximadamente el 95% de las HSIL de ano 
se identifica el VPH (11,12), y en el 75% el genotipo 16 del VPH (51).  
El mecanismo por el que la persistencia de infección de VPH lleva al desarrollo 
de lesiones escamosas de bajo grado, alto grado y posteriormente a la 
transformación en carcinoma escamoso de ano no está estudiado en 
profundidad, aunque se puede inferir de los estudios realizados en carcinoma 
escamoso de cérvix, donde se evidencia la inhibición de genes supresores de 
tumores y la promoción de inestabilidad genómica (52–55).    
La oncoproteína viral E6 promueve la degradación de la proteína p53, 
provocando un efecto equivalente a la presencia de mutaciones inactivantes de 
p53 y dificultando, por tanto la apoptosis celular (56–58). Por otro lado, la 
oncoproteína viral E7 es capaz de formar complejos con pRb, favoreciendo su 
degradación y por tanto la activación del factor de transcripción E2F y la fase S 
del ciclo celular (59) (figura 3). La inhibición de las funciones de las proteínas E6 
y E7 conlleva la regresión de células VPH transformadas a células con fenotipo 
normal (60). Consecuentemente, la interacción entre estas oncoproteínas virales 
y los productos de los genes supresores de tumores p53 y pRb conlleva un 
elevado grado de inestabilidad genómica con aparición de alteraciones 
estructurales cromosómicas que favorecen la transformación de CIN a 
carcinoma. Así, un metaanálisis reciente muestra que, aunque las ganancias en 
3q están presentes tanto en lesiones premalignas como en cáncer de cérvix, las 
pérdidas de 3p y ganancias en 5p son infrecuentes en lesiones precancerosas y 
más frecuentes en cáncer (61). La ganancia en 3q también parece estar presente 
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en carcinoma epidermoide de ano VPH (+) (62).  
 
Figura 3. Etiopatogenia del carcinoma epidermoide de ano VPH (+) 
Inicialmente, el genoma viral se incorpora a la célula huésped en forma de 
episoma circular extracromosómico. Sin embargo, a medida que la enfermedad 
evoluciona desde infección a lesión premaligna y finalmente a cáncer invasivo el 
genoma viral se encuentra más frecuentemente integrado en el ADN celular 
(63,64).  
Esta integración ocurre más habitualmente en zonas de inestabilidad genómica. 
Este dato unido a que la inestabilidad cromosómica puede existir en ausencia de 
integración y que no todos los casos de carcinoma invasivo de cérvix presentan 
el genoma viral integrado podría sugerir que algún grado de inestabilidad sería 
necesario para favorecer la integración del genoma viral (64,65). También se ha 
postulado que el sistema de reparación del ADN juega un papel en este proceso 
a partir de similitudes entre las secuencias de nucleótidos del VPH y la célula 
huésped (66). En cualquier caso, la integración del genoma viral favorece el 
crecimiento celular (67) y la invasividad celular en el carcinoma escamoso del 
tracto genital femenino (65).  
  




El desarrollo de HSIL también está favorecido por la inmunodepresión en 
pacientes VIH (+), principalmente en aquellos pacientes con niveles de linfocitos 
CD4 inferiores a 200 (68,69). A pesar de la elevada prevalencia de infección por 
VPH oncogénicos en las HSIL, el riesgo de malignización parece relativamente 
bajo en pacientes inmunocompetentes (70). En la serie de 72 pacientes 
publicada por Watson et al. el 13% de las AIN 2-3 presentaban transformación 
infiltrante a los 5 años (71). El riesgo de malignización en pacientes 
inmunocomprometidos es muy superior, alcanzando hasta el 50% en 5 años en 
series pequeñas (70). Una respuesta linfocitaria deficiente a las oncoproteínas 
E6 y E7, así como cambios en las células presentadoras de antígeno podrían 
contribuir al proceso de carcinogénesis en este grupo de pacientes (72). 
Además, el VPH es capaz de evadir el sistema inmune, fundamentalmente 
dificultando la adhesión de la célula infectada a la célula presentadora de 
antígeno y la respuesta de linfocitos T citotóxicos a través de un mecanismo 
mediado por las oncoproteínas E6 y E7 (73,74) 
2.3.4 Vacunación del VPH como profilaxis del carcinoma epidermoide de 
ano 
Sin ninguna duda, la mejor arma para lucha contra el cáncer es su prevención. 
El carcinoma de ano tiene dos características que permitirían potencialmente su 
prevención en un elevado porcentaje. Por un lado, la fuerte asociación entre 
cáncer de ano e infección por VPH, y por otro lado, la existencia de vacunas 
eficaces contra el VPH.   
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Un ensayo clínico aleatorizó a 602 hombres sanos HSH de entre 16 y 26 años a 
recibir la vacuna tetravalente (genotipos 6, 11, 16 y 18) o placebo. En el análisis 
por intención de tratar se demostró una reducción de la infección persistente anal 
por estos genotipos un 59,4% y de la incidencia de AIN anual un 50,3% (12,6% 
vs 6,3%) (75).  
La vacunación en mujeres ha mostrado ser altamente eficaz en la prevención del 
desarrollo de lesiones de alto grado cervicales. El ensayo clínico PATRICIA 
muestra que a los 4 años tras la administración de la vacuna bivalente (genotipos 
16 y 18), la eficacia en cuanto a prevención de CIN3 asociados a VPH 16 o 18 
fue del 100%, por lo que parece proteger del carcinoma infiltrante de cérvix (76).  
Asimismo, en la vida real empieza a haber datos de la eficacia de la vacuna tras 
la inclusión en los programas de vacunación. Un metaanálisis sobre registros de 
países con vacunación superior al 50% de la población diana muestra, respecto 
al período pre-vacunación, en niñas entre 13 y 19 años, una reducción del 68% 
en infecciones por los genotipos 16 y 18, y una reducción del 61% de verrugas 
en región ano-genital. Además, muestra un efecto protector de grupo con 
reducción de verrugas en niños menores de 20 años y mujeres de 20 a 39 años 
(77) . Por otro lado, también parece confirmarse un efecto cruzado protector 
respecto a infecciones por otros VPH de alto riesgo (78).   
Sin embargo, aún es pronto para tener datos directos respecto a la reducción del 
riesgo de cáncer. De hecho, como se ha descrito previamente, la tendencia 
global es un incremento en la incidencia de cáncer de ano. Hay que tener en 
cuenta las características de la población de riesgo para el desarrollo de 
carcinoma epidermoide de ano donde la inmunidad de grupo no incida 
  
  Introducción 
 
 37 
(fundamentalmente HSH), por lo que medidas más agresivas como la 
implantación de la vacunación también en los varones, que ya se está 
recomendando en algunos países como España, mejorarían los resultados (79).  
2.3.5 Carcinoma epidermoide de ano VPH negativo  
A medida que las técnicas de detección de VPH mejoran, y se descubren nuevos 
genotipos, la incidencia de carcinoma escamoso de ano VPH negativo va 
disminuyendo, de forma que podría plantearse que la infección por VPH fuese 
un factor necesario en la práctica totalidad de los carcinomas escamosos de ano. 
No obstante a día de hoy, aproximadamente el 12-16% de los carcinomas 
epidermoides de ano son negativos para VPH (11,12).  
Evidentemente, la baja incidencia de carcinoma epidermoide de ano VPH (-) 
dificulta el estudio de la carcinogénesis en este subgrupo de tumores, que parece 
presentar un perfil clínico-patológico diferente, asociado a peor pronóstico (80–
82), apoyando la idea de un mecanismo patogénico distinto al carcinoma VPH 
(+).  Un interesante estudio publicado por Meulendijks D muestra que el 80% de 
los tumores VPH(-)p16(-) presentan mutaciones disruptivas de TP53, 
significativamente mayor que en pacientes VPH(+)p16(+), donde solamente 
aparece en el 6% de los casos (83). El hecho de que la mayoría de los casos 
VPH (+) no presenten mutación de TP53 es compatible con su mecanismo de 
carcinogénesis, en los que como se ha descrito previamente el déficit de función 
de la proteína p53 proviene de la degradación de esta, por acción de la 
oncoproteína E6.  
Otras neoplasias VPH (-) de la región anogenital presentan un perfil mutacional 
de TP53 similar. En carcinoma escamoso de vulva, el 71% de los casos presenta 
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mutación TP53 con peor supervivencia libre de recaída (SLR) (84), mientras que 
el 76% de los carcinomas de pene VPH (-) se asocian a mutación TP53. La 
elevada proporción de mutaciones de TP53 en las neoplasias malignas VPH (-) 
de la región ano-genital apoya la idea de que TP53 juega un papel clave en su 
carcinogénesis. (85) 
2.4 Anatomía patológica del carcinoma epidermoide de ano  
El canal anal sano muestra 3 mucosas diferentes: mucosa glandular, transicional 
y escamosa no queratinizante. A partir del margen anal (unión muco-cutánea) el 
periano está recubierto de epidermis.  
En el canal anal se pueden originar neoplasias malignas de diferentes extirpes 
histológicas. De todas ellas, el carcinoma epidermoide de ano es el más 
frecuente, aunque también existen otras neoplasias más raras como el 
adenocarcinoma, melanoma, carcinoma de células pequeñas o sarcoma.  Sin 
embargo, habitualmente el término “cáncer anal” se refiere exclusivamente a 
aquellas neoplasias de ano con histología escamosa.   
El carcinoma de células escamosas se origina en la mucosa transicional o en la 
mucosa escamosa. Los tumores originados en la región más proximal suelen ser 
no queratinizantes y presentar mayor desdiferenciación (86). Los términos 
basaloide, transicional, cloacogénico o queratinizante identificaban diferentes 
subtipos de carcinoma escamoso de ano. Sin embargo, teniendo en cuenta la 
ausencia de diferencias en pronóstico y tratamiento y que las muestras 
histológicas frecuentemente presentan una mezcla de subtipos celulares, 
actualmente estos términos están en desuso y se engloba a todos ellos dentro 
del carcinoma epidermoide (7).  
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En el margen anal o en la piel perianal la neoplasia maligna más frecuente 
también es el carcinoma de células escamosas, aunque también existen 
melanomas o neoplasias no infiltrantes como la enfermedad de Bowen 
(carcinoma de células escamosas in situ) o la enfermedad de Paget del ano 
(adenocarcinoma intraepitelial) originaria de una enfermedad primaria cutánea 
con diferenciación glandular o secundaria a siembra intramucosa/intraepitelial de 
adenocarcinoma de recto o glándulas perianales.  
La diferenciación entre la localización en canal y margen anal resulta difícil en 
muchas ocasiones. Así, la 8ª edición de la AJCC clasifica las neoplasias de 
margen anal como aquellas que se originan en la piel o distalmente a la unión 
escamosa muco-cutánea, que pueden verse en su totalidad con una leve 
tracción en las nalgas, y que se encuentra dentro de un perímetro cutáneo de 5 
cm.  
2.5 Factores pronósticos en carcinoma epidermoide de ano localizado  
Desde que en la década de los 90 se demostrara el beneficio de la asociación 
de quimioterapia a la radioterapia en el tratamiento del carcinoma epidermoide 
de ano localizado, no se ha conseguido ningún avance terapéutico en este 
escenario (87,88). Con este esquema de tratamiento quimio-radioterápico 
basado en mitomicina y 5-Fluorouracilo (5-FU) se consigue una supervivencia 
global a 5 años en torno al 60-75%, con tasas de recaída a los 5 años del 30% 
y recaídas a distancia en torno al 10% (87–91). La gran mayoría de las recaídas 
ocurren durante los 2 primeros años de seguimiento. A pesar del claro beneficio 
de la quimioterapia hay que resaltar que un pequeño grupo de pacientes sufrirá 
  
  Introducción 
 
 40 
complicaciones graves potencialmente derivadas de la misma como la toxicidad 
cardiovascular o segundas neoplasias (92).  
Con objeto de realizar una mejor selección de pacientes para la administración 
de tratamientos agresivos se ha intentado identificar factores pronósticos clínicos 
y moleculares. Aunque los factores clínicos se han obtenido a partir de grandes 
estudios prospectivos, la identificación de factores moleculares se ha realizado 
sobre pequeños estudios retrospectivos.  
2.5.1 Marcadores clínicos clásicos  
Cinco de los seis ensayos clínicos fase III aleatorizados para el tratamiento del 
carcinoma epidermoide de ano no metastásico han evaluado el papel pronóstico 
de diferentes factores clínicos (87–91). La tabla 1 muestra los factores 
pronósticos clínicos más relevantes evaluados en los ensayos clínicos 
aleatorizados fase III, que se analizan a continuación. 
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ACT I (93) 
    Fallo locorregional 2 años 
    Muerte cáncer ano 5 años 































RTOG 11-98 (94,95) 
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    SLE 5 años 
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N: Afectación ganglionar; T: Tamaño tumor primario; Hb: Hemoglobina; NE: No estudiado; * Tamaño >4cm; SG: Superficie global; SLE: Supervivencia 
libre de enfermedad; SLP: Supervivencia libre de progresión; SLC: Supervivencia libre de colostomía 
Tabla 1. Factores pronósticos clínicos negativos según los ensayos clínicos fase III de carcinoma de ano localizado





El sexo masculino es uno de los factores clínicos que consistentemente muestra 
valor pronóstico negativo en carcinoma escamoso de ano localizado. De hecho, 
todos los ensayos clínicos que lo analizan así como un gran estudio retrospectivo 
muestran que los varones presentan peor supervivencia (87,93,94,98) con un 
aumento del cociente de riesgos (HR) de 1,56 y 1,57. Sin embargo, hay datos 
discordantes respecto a control locorregional: mientras los datos de tres ensayos 
clínicos sí encuentran mayor riesgo de fallo locorregional, control local o 
supervivencia libre de colostomía (SLC) (87,93,96), otros dos no evidencian 
diferencias significativas en el tiempo hasta colostomía o en la SLC (95,97). 
Se ha planteado que el hecho de que la mayoría de los pacientes VIH con 
carcinoma escamoso de ano sean varones pueda ser un factor que explique su 
peor supervivencia (98). No obstante, los pacientes con síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y VIH fueron excluidos en los ensayos 
clínicos Radiation Oncology Therapy Group (RTOG) 11-98 y Anal Cancer Trial 
(ACT) II respectivamente, estudios que, sin embargo, muestran que el sexo 
varón es factor pronóstico negativo. Por otro lado, sí estaba permitida la inclusión 
de pacientes VIH en el estudio ACCORD 03, donde el sexo no muestra relación 
con la SLC. Sin embargo, la progresiva mejoría en el control de la infección VIH 
podría haber anulado esta relación en los últimos estudios.  
Otros motivos que podrían explicar el peor pronóstico en los varones sería un 
perfil patogénico diferente al de las mujeres asociado con menor frecuencia a la 
infección del VPH. Por ejemplo, en el estudio de Soares PC, que analiza una 
cohorte de pacientes diagnosticados de carcinoma escamoso de ano, las 
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mujeres presentan significativamente mejor pronóstico, sin embargo también 
presentan mayor frecuencia de infección por VPH, y en el análisis multivariante 
el único factor pronóstico es la infección por VPH (99). Asimismo, algunos 
estudios muestran que los varones podrían presentar con mayor frecuencia 
tumores p16 (-), que conllevan peor pronóstico (81,100). No obstante, un estudio 
reciente que recoge datos sobre más de 1.000 pacientes con carcinoma 
epidermoide de ano encuentra que la infección del VPH tiene un papel pronóstico 
diferente según el sexo: así, mientras en los varones, la infección se comporta 
como factor de buen pronóstico, en las mujeres ocurre lo opuesto, rozando la 
significación estadística. No existe una clara plausibilidad biológica para explicar 
esta hipótesis (101). 
Afectación ganglionar  
Al igual que el sexo masculino, los tres ensayos clínicos que han analizado la 
presencia de afectación ganglionar como factor pronóstico para SG muestran 
peor pronóstico, con HR de 1,74 y 2,09 (87,93,94). Un estudio retrospectivo 
realizado sobre 19.199 pacientes del National Cancer Data Base respalda el 
valor pronóstico para supervivencia de la afectación ganglionar (98). En cuanto 
al control local, existen datos discordantes, tres ensayos clínicos sí encuentran 
mayor riesgo de fallo locorregional, control local o SLC (87,93,97), mientras que 
otros dos no evidencian diferencias significativas para tiempo hasta colostomía 
o SLC (95,96). El hecho de que la definición de SLC incluya, además de casos 
de recaída local, casos de complicaciones por tratamiento, podría explicar la 
discordancia entre los diferentes estudios para SLC.   
  
  Introducción 
 
 44 
El tratamiento del cáncer de ano mediante quimio-radioterapia no permite la 
evaluación anatomopatológica tumoral, lo que limita la fiabilidad para la 
estadificación de este tumor, fundamentalmente a nivel ganglionar. En las 
últimas décadas, el desarrollo y mejora de técnicas diagnósticas como la 
resonancia magnética nuclear (RMN) o la tomografía por emisión de positrones 
(PET) ha llevado a un incremento de los estadios por afectación ganglionar en 
el diagnóstico, simplemente por una mayor detección de afectación ganglionar 
no confirmada histológicamente, unida paradójicamente a una mejoría en la 
supervivencia de los pacientes, que podría estar relacionada con una mejora en 
los tratamientos. La mejora de las técnicas diagnósticas ha provocado, además 
de un incremento en la estadificación ganglionar, una pérdida de la capacidad 
pronóstica de la afectación ganglionar en términos de SG, denominada 
discriminación pronóstica reducida (102).  
Tamaño tumoral  
A diferencia del estudio de la European Organization for Research and 
Treatment of Cancer Radiotherapy (EORTC), el estudio RTOG 11-98, sobre un 
tamaño muestral de pacientes mucho mayor, evidencia que el tamaño > 5 cm es 
un factor pronóstico tanto para tiempo hasta colostomía (95), como para 
supervivencia libre de enfermedad (SLE) y SG (94). En este estudio se 
establecieron 4 grupos pronósticos, a partir de la afectación ganglionar (SI vs 
NO) y del tamaño tumoral (mayor vs menor o igual a 5 cm), destacando un grupo 
de especial mal pronóstico correspondiente a aquellos tumores >5cm y N(+), con 
SLE a 3 años de tan solo el 30% y SG a los 4 años del 48%. Del mismo modo, 
el análisis de factores pronósticos en el estudio ACT II muestra peor 
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supervivencia libre de progresión (SLP) y SLC para los pacientes con tamaño 
tumoral > 5 cm (96). El estudio ACCORD no encuentra diferencias en SLC para 
tamaño tumoral ≥4cm (97). 
Clasificación TNM 
La 6ª edición (y la 7ª edición) de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) 
para cáncer de ano ha demostrado el valor pronóstico para SG en grandes series 
de pacientes (98,103). Recientemente se ha evaluado el valor pronóstico de la 
8ª edición respecto a las 6ª y 7ª ediciones sobre los datos de casi doce mil 
pacientes procedentes la base de datos The Surveillance, Epidemiology and End 
Results (SEER) entre 2004 y 2014 (103). En la nueva edición, la subclasificación 
de los estadios II en estadios IIA y IIB aporta una ventaja en términos de 
supervivencia. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre las 
comparaciones IIB vs IIIA; IIIA vs IIIB; IIIB vs IIIC y la mediana de supervivencia 
en los estadios IIIA fue mayor que en los estadios IIB. Globalmente, la 8ª edición 
no muestra una mejora en la estatificación de la SG o predicción de 
supervivencia específica de cáncer (103).  
Ulceración cutánea  
Solamente dos ensayos clínicos evaluaron el papel pronóstico de la ulceración 
cutánea. En ambos estudios se evidenció peor SG, control local y SLC (87,97).  
Otros factores clínicos 
Otros factores han sido evaluados solamente en alguno de los ensayos clínicos, 
mostrando datos discrepantes. Así, las cifras bajas de hemoglobina se 
comportan como factor pronóstico negativo para muerte secundaria a cáncer de 
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ano (93,104), SLP o SLC (96). Se ha planteado que la anemia podría favorecer 
la hipoxia y secundariamente la radiorresistencia (93,105,106).  
La afectación tumoral de más de 2/3 de la cirunferencia del canal anal parece 
ser un fuerte factor pronóstico negativo para SLC en el análisis conjunto del 
estudio fase III ACCORD 03 y el fase II KANAL(97). No obstante, previamente 
no mostró diferencias significativas en el estudio de la EORTC para control local 
o SG (87).  
Por otro lado, el ensayo clínico ACT I y el estudio de Bilimoria mostraban que a 
mayor edad existe peor SG (93,98), mientras que en el análisis de Faivre et al. 
los pacientes mayores de 55 años tenían mayor SLC (97).  
2.5.2 Biomarcadores moleculares en muestra tumoral  
Infección del VPH. Inmunoexpresión p16  
Al igual que en otras neoplasias relacionadas con el VPH, diferentes estudios en 
carcinoma epidermoide de ano muestran el papel pronóstico favorable de la 
infección por VPH tanto para SLP como para SG (82,100,101,107). La infección 
por VPH parece conllevar una mayor sensibilidad a la quimio-radioterapia por 
diferentes mecanismos. Sorprendentemente, el estudio con mayor tamaño 
muestral concluye que su papel pronóstico para SG se da únicamente en los 
varones, mientras que en las mujeres, la infección por VPH tiende a ser un factor 
de mal pronóstico (101).  
Por otro lado, el análisis multivariante de alguno de estos estudios concluye que 
la expresión de p16 (y no la infección del VPH) es el factor pronóstico 
independiente positivo para SLP y SG (100). Aunque la expresión por 
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inmunohistoquímica de p16 se puede considerar un marcador subrogado de 
infección del VPH en carcinoma epidermoide de ano, no todos los tumores con 
detección del genoma viral presentan expresión de p16 y viceversa. Varios 
estudios han evaluado el papel pronóstico de la combinación de estas dos 
variables en carcinoma epidermoide de ano (81,83,108,109). El metanálisis de 
Sun G et al., confirma que los casos VPH (+) p16 (+) presentan mejor pronóstico 
que los pacientes VPH (-) p16 (-), con una reducción de riesgo de recaída y de 
muerte del 77% y 70% respectivamente (110). Además, dentro del subgrupo de 
tumores p16 (+), aquellos con presencia de ADN VPH (+) tienen mejor pronóstico 
que los VPH (-), lo que podría indicar en el segundo grupo una patogénesis 
diferente no relacionada con el VPH, sino con otras alteraciones moleculares 
como por ejemplo mutaciones en RB1 (83). Por otro lado, los pacientes con 
carcinoma epidermoide de ano VPH (+) p16 (+) también parecen presentar mejor 
pronóstico que los VPH (+) p16 (-) con una HR 0,47, aunque sin alcanzar la 
significación estadística. La ausencia de expresión de p16 a pesar de la 
presencia de genoma viral podría indicar una patogénesis independiente de la 
acción de oncogenes de VPH, lo que explicaría la mayor frecuencia de 
mutaciones sobre TP53.  
Otros biomarcadores 
El papel de otros biomarcadores sobre la pieza tumoral está muy poco estudiado, 
y los pocos trabajos que lo analizan son, en general de escaso tamaño muestral, 
retrospectivos, sobre poblaciones de pacientes heterogéneas y con técnicas 
poco precisas y subjetivas como la inmunohistoquímica, lo que dificulta la 
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obtención de conclusiones sólidas al respecto. A continuación, se describen los 
más relevantes: 
Inmunohistoquímica 
La inmunoexpresión nuclear de p53 en más del 5% de células tumorales se ha 
analizado en múltiples estudios, siendo positiva en el 34-100% de los casos, sin 
encontrar valor pronóstico en la mayoría de los estudios (111–113).  
La expresión de p21 en carcinoma epidermoide de ano también ha sido evaluado 
por inmunohistoquímica con frecuencias de expresión en torno al 70%, y 
hallazgos discordantes respecto a su papel pronóstico, encontrando en algún 
estudio peor SG o riesgo de fallo locorregional (113–115).  
La ciclina A está involucrada en el ciclo celular, y concretamente en la entrada 
de fase G1 a S y de fase G2 a M. Un estudio demostró que la expresión por 
inmunohistoquímica en más del 20% de células tumorales se asocia a un 
pronóstico favorable en términos de SG y recaída loco-regional, lo que podría 
indicar que es un marcador de radiosensibilidad (115).  
La vía de RAS ha sido muy estudiada en carcinoma epidermoide de ano. El 50-
100% de los casos presentan inmunoexpresión del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR), con resultados completamente contradictorios 
respecto a su papel pronóstico. Existen estudios que lo asocian a mejor 
pronóstico (116), pero también a peor pronóstico (117), y otros que no 
encuentran relación (118,119). Hay que tener en cuenta, además, la baja o nula 
frecuencia de mutaciones de EGFR y de otros miembros de la vía de 
señalización como RAS o BRAF (120,121), así como la ausencia de 
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amplificaciones de EGFR en carcinoma de ano (118), lo que pone aún más en 
duda la relevancia pronóstica de la expresión de esta proteína.  
La desmogleina-1 (DSG1) y desmocolina-1 (DSC1) son componentes de los 
desmosomas, que intervienen en la unión intercelular. La pérdida de adhesión 
celular favorece la invasividad y la capacidad metastásica de las células 
tumorales. Un estudio reciente muestra sorprendentemente, que la pérdida de 
expresión membranosa de DSG1 y de DSC1 en citoplasma se asocia a mejor 
SG en carcinoma epidermoide de ano (122). Por tanto, la función de DSG1 y 
DSC1 podría ir más allá del simple anclaje celular, interviniendo en procesos 
celulares como la apoptosis (123) o la señalización de la morfogénesis (124).  
RBP-J interacting and tubulin-associated protein (RITA) es un regulador negativo 
de la vía Notch. La alta expresión de esta proteína evaluada por 
inmunohistoquímica se ha asociado a menor SLP y SG (125).  
Mutaciones 
El International Cancer Genome Consortium (ICGC) es un extraordinario 
proyecto internacional, cuyo objetivo principal es generar catálogos completos 
de las alteraciones genómicas presentes en 50 tipos y/o subtipos de cáncer 
diferentes sobre 25.000 muestras de tumor, a través de 90 proyectos en 17 
jurisdicciones (figura 4). Sin embargo, entre estos 50 tipos y subtipos de cáncer 
no figura el carcinoma escamoso de ano, lo que limita el conocimiento de esta 
patología.  
  




Figura 4. Proyectos y países participantes en el ICGC (126) 
Recientemente se han realizado varios estudios de pequeño tamaño muestral 
que, a través del análisis mutacional de diferentes paneles de genes o incluso 
secuenciación del exoma han establecido algunas alteraciones genómicas 
frecuentes en esta entidad, como mutaciones en PIK3CA (20-36%), RRBP1 (18-
29%), MLL3 (25-39%), MLL2 (16-22%), TP53 (10-28%), EP300 (10-22%), 
FBXW7 (6-19%) o FAT1 (18%) (127–131). Aún con escasa consistencia y datos 
discordantes, la presencia de mutaciones en PIK3CA, EP300 o FBXW7 podrían 
asociarse a un pronóstico diferente en esta patología (128,130) .  
2.5.3 Biomarcadores moleculares en sangre  
Los marcadores en sangre periférica tienen ventajas obvias como la posibilidad 
de una evaluación dinámica durante las diferentes fases del tratamiento y de la 
enfermedad, pudiendo realizarse en cualquier momento sin riesgos de 
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complicaciones relevantes para el paciente, a diferencia de otros marcadores 
como la biopsia tumoral.  
La leucocitosis (>10.000/mm3) y la neutrofilia (>7.000/mm3) previa al tratamiento 
quimio-radioterápico han sido validadas retrospectivamente como marcadores 
pronósticos negativos independientes para SLP y SG con HR superiores a 4 
(132,133).  
Los niveles elevados en sangre periférica de CYFRA 21-1, un fragmento soluble 
de la citoqueratina 19, al finalizar la quimio-radioterapia se asocian a una menor 
SLP y SG de forma estadísticamente significativa, en un estudio retrospectivo 
sobre una muestra de 82 pacientes (134). La elevación de la concentración 
serológica pretratamiento de otro marcador sanguíneo, el antígeno del 
carcinoma de células escamosas (SCCA), se relaciona con una peor SG y SLP 
(135) 
Recientemente se ha analizado el ADN tumoral circulante (ctADN) como factor 
pronóstico en carcinoma epidermoide de ano VPH (+) localmente avanzado, 
tratado con quimio-radioterapia concurrente. Aunque los valores de ctADN 
basales no se relacionan con el riesgo de recaída, la presencia de ctADN residual 
en los 30 días posteriores a finalizar la quimio-radioterapia se asocia de forma 
drástica a la recaída. Así, los 3 pacientes que presentaban ctADN presentaron 
recaída a distancia antes de los 5 meses (136).   
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2.5.4 Biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento quimio-
radioterápico  
La respuesta clínica completa puede ser un marcador precoz de SG en 
oncología. Aunque en cáncer de ano esta correlación no ha sido muy estudiada, 
la respuesta completa mantenida durante intervalos largos de tiempo se puede 
considerar un buen marcador. No obstante, existe escasa evidencia de factores 
predictivos de respuesta completa a quimio-radioterapia concurrente. 
Soares et al, encontraron que la infección de VPH, la expresión de p16 y la 
ausencia de mutaciones sobre TP53 eran factores predictivos de respuesta 
completa a los 6 meses y en el análisis multivariante, solamente la infección por 
VPH mostraba significación estadística (99). La mayor sensibilidad a quimio-
radioterapia en los pacientes con infección del VPH podría derivar de una menor 
capacidad de reparación de las roturas de doble cadena de ADN (137), o de la 
restauración de la apoptosis celular mediante una regulación positiva de p53 
(138).  
En un reciente estudio retrospectivo sobre 82 pacientes se ha publicado que los 
valores normales de CYFRA 21-1 en sangre periférica, tras finalizar la (quimio)-
radioterapia concurrente, se asociaban a respuesta tumoral completa (134). Del 
mismo modo, los niveles normales de SCCA pretratamiento se asocian a 
mayores tasas de respuesta completa (135).  Por otro lado, además del papel 
pronóstico, a mayor cifra de hemoglobina (por encima de 11g/dL) se incrementan 
las posibilidades de obtención de remisión completa (104).  
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2.6 Tratamiento del carcinoma epidermoide de ano 
Hasta los años 70 el tratamiento establecido del cáncer de ano no diseminado 
era la amputación abdomino-perineal con supervivencias del 60% y 40% a los 5 
y 10 años respectivamente, reservando la resección local para neoplasias muy 
localizadas (139). En 1974 Nigro ND et al. publicaron su experiencia en varios 
pacientes con un esquema de tratamiento con intención neoadyuvante, 
consistente en la combinación de radioterapia (30Gy) con quimioterapia basada 
en 5-FU (1000 mg/m2 días 1-4 y días 29-32) y mitomicina (10 a 15 mg/m2 el día 
1) (140). En estudios posteriores se corroboró la elevada tasa de respuestas 
completas que evitarían una cirugía mutilante y se sugería además el posible 
beneficio de la combinación de quimio-radioterapia con 5-FU y mitomicina 
respecto a la administración exclusiva de radioterapia (141,142). Hubo que 
esperar hasta la década de los 90 para confirmar el beneficio de la adición de 
quimioterapia al tratamiento radioterápico en varios ensayos clínicos 
aleatorizados,  alcanzando tasas de control local en torno al 75% a 5 años, un 
20% en términos absolutos superior a esquemas de radioterapia sola o en 
combinación exclusiva con 5-FU, permitiendo reducir la necesidad de colostomía 
(87,88,143). No obstante, no se evidenció beneficio en SG.  
Con intención de mejorar estos resultados posteriormente se han desarrollado 
estudios con diferentes estrategias que incluyen la sustitución de mitomicina por 
cisplatino (89,90), el tratamiento quimioterápico de inducción o consolidación 
(89–91), o la administración de mayores dosis de radioterapia, sin encontrar 
beneficio (91). Por tanto, el tratamiento actual estándar presenta leves 
modificaciones del esquema propuesto por Nigro ND, manteniendo la misma 
dosis de 5-FU con mitomicina a 10 mg/m2 los días 1 y 29, con un máximo de 20 
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mg de mitomicina por día según las guías de la National Comprehensive Cancer 
Network (NCCN) o 12 mg/m2 el día 1 exclusivamente según las guías europeas 
(8), con un máximo de 20 mg al día. De forma concurrente se administran 45-50 
Gy de radioterapia externa con un boost adicional de 10-14 Gy en estadios T3, 
T4 o con afectación ganglionar. Aunque un ensayo clínico demostró peor SLP y 
SG en los pacientes tratados con cisplatino vs mitomicina (89), la existencia de 
otro gran ensayo clínico que no muestra diferencias (90), así como la mejor 
tolerancia hematológica del cisplatino permite que el uso de éste en lugar de 
mitomicina también sea una opción de tratamiento razonable.  
El tratamiento de la enfermedad avanzada está basado en esquemas de platino, 
5-FU y taxanos. Recientemente se han comunicado los resultados de un ensayo 
clínico fase II aleatorizado, que muestra un beneficio en SG y mejor tolerancia 
para la combinación de carboplatino-paclitaxel en comparación con cisplatino-5-
FU (144). La inmunoterapia también parece jugar un papel prometedor en el 
tratamiento del carcinoma epidermoide de ano. Dos estudios han demostrado 
tasas de respuesta en torno al 20% en pacientes con enfermedad 
quimiorrefractaria (145,146). Actualmente se está evaluando su papel en la 
enfermedad localizada.  
2.7 Secuenciación del exoma completo mediante técnicas de 
secuenciación masiva  
Las técnicas de secuenciación de nueva generación han permitido un gran 
avance en el conocimiento de la biología molecular del cáncer. Se han 
identificado alteraciones genéticas que permiten la iniciación tumoral, el 
desarrollo de metástasis, así como los genes y mutaciones driver de la 
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enfermedad. Esto ha permitido avances a nivel clínico, como mejorar la 
clasificación de los tumores, encontrar marcadores pronósticos o el 
descubrimiento de dianas terapéuticas (147).  
En el proceso de secuenciación del ADN se pueden diferenciar 3 fases: 
preparación de la muestra, secuenciación física y fase de ensamblaje (148).  
Preparación de la muestra y formación de librerías.  
 El primer paso necesario es la fragmentación del ADN que permitirá su 
secuenciación simultánea. La fragmentación se puede hacer mediante medios 
enzimáticos o medios mecánicos. Una vez el ADN está fragmentado, se procede 
a ligar los extremos del fragmento con un adaptador, consistente en una 
secuencia de ADN complementaria a cebadores universales.  
Para aquellos casos donde solamente se requiera secuenciar determinadas 
regiones del ADN, por ejemplo, para el exoma completo, será necesario realizar 
un paso previo a la secuenciación, consistente en la captura o enriquecimiento 
de las secuencias que se quieren analizar.  
La captura de secuencias exónicas se realiza mediante hibridación con 
fragmentos de ADN específicos y complementarios a dichas regiones (149) 
(figura 5). En la captura por hibridación en fase sólida, estas sondas de 
oligonucleótidos se encuentran unidas a una superficie sólida (microarrays) 
mediante enlaces covalentes. Al añadir los fragmentos de ADN desnaturalizados 
de la librería, solamente aquellos con secuencias exónicas hibridan con las 
sondas, mientras que el resto de los fragmentos quedarán libres y serán 
eliminados tras lavado (150). En la captura por hibridación en solución las 
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sondas están biotiniladas y son capturadas por perlas magnéticas recubiertas 
con estreptavidina (151).   
 
 
Figura 5. Proceso de captura de fragmentos de ADN por hibridación3 
Tras la formación de las librerías, en la mayoría de los casos se realiza 
amplificación de los fragmentos de ADN mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), que permitirá una mejor detección de la señal por los sistemas 
de lectura. Existen varios mecanismos de amplificación, los más comunes son 
sobre superficie sólida, o aquellos basados en perlas. En la amplificación en fase 
 
3 Imagen original de Gasc C, Peyretaillade E, Peyret P. Sequence capture by hybridization to explore 
modern and ancient genomic diversity in model and nonmodel organisms. Nucleic Acids Res. 2016 Jun 
2;44(10):4504–18 (149), con permiso de Oxford University Press. 
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sólida, los cebadores, complementarios a adaptadores ligados a los fragmentos 
de ADN, se encuentran fijados de forma covalente al soporte sólido. El adaptador 
del fragmento de ADN se une al cebador inmovilizado en el soporte sólido. A 
partir de este fragmento de ADN se forma una cadena doble de ADN, desde el 
cebador inmovilizado. Esta segunda cadena de ADN se encuentra fijada al 
soporte sólido, mientras que la inicial queda liberada. La amplificación tendrá 
lugar mediante la formación de puentes de doble cadena de ADN. Otro 
mecanismo de amplificación está basado en perlas en emulsión. En este caso, 
los cebadores donde hibridan los adaptadores están fijados a pequeñas bolas 
que se encuentran en micelas y la amplificación se realiza mediante PCR en 
emulsión, de forma que cada bola queda cubierta por miles de copias del mismo 
fragmento de ADN (152,153). 
 
Secuenciación 
Existen varias tecnologías para la secuenciación masiva en paralelo (152,154–
156). La secuenciación de lectura corta es la más desarrollada y necesita 
habitualmente amplificación por PCR. Dentro de estos sistemas de 
secuenciación existen dos tecnologías principales, la secuenciación por síntesis 
(secuenciación por terminación reversible cíclica y secuenciación por adición de 
nucleótido único) y la secuenciación por ligación (152).  
La secuenciación por terminación reversible cíclica es la más relevante en la 
actualidad (152,156). La síntesis de ADN se produce a partir del fragmento de 
ADN. Para ello se utilizan nucleótidos modificados, marcados con fluorocromos 
diferentes, y bloqueados de forma reversible en el extremo 3´. En cada ciclo, la 
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ADN polimerasa añade un único nucleótido marcado al cebador hibridado a la 
cadena de ADN a secuenciar. Este nucleótido paraliza reversiblemente la 
polimerización, y se realiza un lavado que elimina los nucleótidos libres. 
Posteriormente se realiza la lectura del nucleótido incorporado a la cadena de 
síntesis de ADN. El siguiente paso es la liberación del fluorocromo y de la 
terminación que bloquea la síntesis de ADN. Se realiza un nuevo lavado y se 
repite nuevamente el ciclo.  El otro método de secuenciación por síntesis es por 
adición de nucleótido único, donde los nucleótidos no están modificados y se 
basa en la detección de iones de hidrógeno que se liberan durante cada adición 
de nucleótido a la cadena.  
La secuenciación por ligación utiliza una ADN ligasa, en lugar de la ADN 
polimerasa y sondas de dos nucleótidos marcados con un fluorocromo cada uno. 
En el primer ciclo, la sonda complementaria a la secuencia de ADN que sigue al 
cebador es ligada por la ADN ligasa, se lava el resto de sondas y posteriormente 
se recoge la imagen de la sonda unida para su identificación posterior.  Otras 
tecnologías están basadas en la secuenciación de iones de hidrógeno, 
pirosecuenciación o secuenciación en tiempo real.  
Por otro lado, existen nuevas aproximaciones a la secuenciación masiva, que 
suponen los comienzos de la secuenciación de tercera generación. Estas nuevas 
técnicas se caracterizan por secuenciar en tiempo real (sin pausa después de 
cada base), ser capaces de realizar lecturas de cadena larga sin necesidad de 
amplificación previa. Estas características permiten una cobertura más 
homogénea, menor número de errores potenciales y mejor resolución (156). 
 
  




Consiste en alinear las secuencias de ADN de cada fragmento obtenidas tras la 
secuenciación. Un software bioinformático permite alinear lecturas superpuestas 
para reconstruir el genoma original. 
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3 JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
3.1 Justificación 
Desde que en la década de los 90 se confirmara el beneficio de la asociación de 
quimioterapia a la radioterapia en el tratamiento del carcinoma epidermoide de 
ano localizado, no se ha conseguido ningún avance terapéutico en este 
escenario (87,88). Con este esquema de tratamiento quimio-radioterápico 
basado en mitomicina y 5-FU se consigue una SG a 5 años en torno al 60-75%, 
con tasas de recaída a los 5 años del 30% y recaídas a distancia superiores al 
10% (87–91). Aunque los tumores más localizados alcanzan tasas de curación 
del 90%, en aquellos casos con afectación local más avanzada (T3 o T4), o con 
afectación ganglionar, la SLE a 3 años es del 50% y la SG en torno al 70%. La 
gran mayoría de las recaídas ocurren durante los 2 primeros años de 
seguimiento. La administración de estos tratamientos conlleva toxicidades nada 
desdeñables, fundamentalmente derivadas de la radioterapia como dermatitis, 
tenesmo, dolor y la estenosis anal, incontinencia fecal o proctitis rádica a largo 
plazo. A pesar del claro beneficio de la quimioterapia hay que resaltar que un 
pequeño grupo de pacientes sufrirá complicaciones potencialmente graves, 
derivadas de la misma como la toxicidad cardiovascular, hematológica o 
segundas neoplasias (92).  
Por otro lado, el ambicioso proyecto del ICGC que está permitiendo avanzar en 
el conocimiento de las alteraciones genómicas presentes en la gran mayoría de 
neoplasias, no incluye el carcinoma de ano.  
Este contexto clínico reclama un mejor entendimiento del panorama molecular y 
de las diferentes vías celulares que regulan la patogénesis de esta entidad, con 
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objeto de encontrar biomarcadores pronósticos de recaída, realizar una mejor 
selección de pacientes para la administración de tratamientos agresivos, 
seleccionar biomarcadores predictivos de beneficio al tratamiento e identificar 
nuevas dianas terapéuticas.  
Para ello son necesarios nuevos estudios prospectivos sobre muestras 
homogéneas basados en técnicas objetivas y complementarias como es la 
secuenciación completa del exoma.  
3.2 Hipótesis  
Mediante la secuenciación del exoma completo sobre muestras tumorales 
conservadas en parafina se podrán identificar las mutaciones y vías de 
señalización que regulan la patogénesis del carcinoma epidermoide de ano 
localizado. Asimismo, se podrán identificar variantes genéticas potencialmente 
relacionadas con diferentes características clínico-patológicas y posibles 
variantes con valor pronóstico.  
3.3 Objetivos  
3.3.1 Objetivo principal 
1. Identificar los genes con variantes de alto impacto y su frecuencia, en 
carcinoma epidermoide de ano localizado, evaluados mediante secuenciación 
del exoma completo de tejido tumoral conservado en parafina. 
  
Justificación, hipótesis y objetivos 
 
 65 
3.3.2 Objetivos secundarios 
1. Establecer las principales vías de señalización alteradas en carcinoma 
epidermoide de ano localizado a partir de los genes que presentan variantes de 
alto impacto.  
2. Identificar los genes con variantes asociados a características clínico-
patológicas: a) VPH, b) Estadio, c) Afectación ganglionar y d) VIH.  
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4 MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1 Diseño del estudio  
Estudio multicéntrico retrospectivo observacional.  
El estudio ha sido realizado de acuerdo con los principios éticos de la 
Declaración de Helsinki y las guías de Buenas Prácticas Clínicas. Todos los 
pacientes procedentes del ensayo clínico VITAL (NCT01285778) incluidos en 
este proyecto firmaron el consentimiento informado para el estudio paralelo de 
factores predictivos moleculares. El comité ético de cada centro participante 
aprobó el protocolo del estudio. Los pacientes incluidos procedentes de la 
práctica clínica asistencial firmaron el consentimiento informado del biobanco y, 
para aquellos casos donde no fue posible la obtención del consentimiento escrito 
por éxitus, se solicitó la muestra acorde con la Ley de Investigación Biomédica 
14/2007.   
4.2 Población del estudio 
Se incluyeron pacientes con diagnóstico histológico de carcinoma escamoso de 
ano infiltrante localizado. Debido a la escasa incidencia de esta neoplasia, y la 
dificultad para la disposición de muestra tumoral, los pacientes de la práctica 
clínica asistencial proceden de un período de tiempo dilatado, pero con 
características clínicas homogéneas. Por un lado, se incluyeron pacientes 
procedentes del ensayo clínico VITAL (GEMCAD-09-02, NCT01285778) que 
abarca 25 hospitales nacionales, y por otro lado pacientes de práctica clínica 
habitual procedentes de los hospitales universitarios de La Paz de Madrid y Clinic 
de Barcelona, diagnosticados entre el 1 de enero de 2006 y el 31 de diciembre 
de 2016. 
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4.2.1 Criterios de inclusión de los pacientes  
1. Edad ≥ 18 años.  
2. Diagnóstico histológico de carcinoma epidermoide de ano  
3. Estadio I, II o III según la clasificación TNM 6ª edición AJCC 
4. Ausencia de enfermedad metastásica mediante pruebas de imagen  
5. Disponibilidad de muestra tumoral suficiente fijada en formol y embebida 
en parafina (FFPE) 
6. Muestra tumoral extraída previa al inicio de tratamiento quimio-
radioterápico  
7. Disponibilidad de acceso a datos clínicos 
4.2.2 Criterios de selección de la muestra tumoral 
Las muestras fueron revisadas por un patólogo experto en tumores digestivos. 
Todas las muestras contenían al menos un 70% de células tumorales.   
4.3 Variables clínicas y anatomo-patológicas 
1. Fecha de nacimiento 
2. Edad al diagnóstico de cáncer de ano 
3. Sexo 
4. Infección por VIH 
5. Escala ECOG al diagnóstico (0, 1, 2, 3, 4) 
6. Localización (margen anal versus canal anal) 
7. Presencia de VPH en el tumor 
8. Genotipo de VPH en el tumor 
9. Tamaño del tumor: menor o igual a 5 cm versus mayor a 5 cm 
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10. Afectación ganglionar radiológica (si o no) 
11. Estadio TNM según la 6ª edición AJCC 
12. Tratamiento inicial (quimio-radioterapia versus radioterapia vs cirugía)  
13. Tratamiento quimioterápico (si o no) 
14. Tratamiento radioterápico (si o no) 
15. Fecha de inicio del tratamiento inicial 
16. Fecha de finalización de tratamiento inicial (quimio-radioterapia, cirugía o 
radioterapia sola) 
17. Esquema de quimioterapia administrada (mitomicina-5-FU o mitomicina-
capecitabina, mitomicina-5-FU-panitumumab, cisplatino-5-FU) 
18. Respuesta completa (si o no) 
19. Recidiva tumoral (si o no) 
20. Fecha de recidiva 
21. Localización de la recidiva (local vs metástasis vs local y metástasis) 
22. Éxitus (si o no) 
23. Fecha de éxitus 
24. Fecha de último seguimiento 
25. Supervivencia libre de enfermedad 
26. Supervivencia global 
27. Tiempo de seguimiento 
4.4 Secuenciación del exoma  
4.4.1 Aislamiento del ADN 
Una sección de 10 mm de cada muestra tumoral de FFPE fue desparafinizada y 
el ADN se extrajo mediante el kit  GeneRead ADN FFPE (Qiagen), siguiendo las 
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instrucciones del fabricante. Una vez extraído, el ADN fue almacenado a -80ºC 
hasta su utilización.  
4.4.2 Control de calidad del ADN aislado 
Se realizó un control de calidad del ADN aislado evaluando la concentración de 
doble cadena de ADN mediante PicoGreen®, y el tamaño medio controlado por 
electroforesis gel.  
4.4.3 Preparación de las muestras y secuenciación del exoma completo 
Se fragmentó el ADN genómico por métodos mecánicos (bioruptor) a un tamaño 
medio de unos 200 pares de bases. Posteriormente, los fragmentos de doble 
cadena de ADN fueron fosforilados, incorporándose las secuencias 
adaptadoras, y siendo identificados mediante secuencias explícitas de Illumina 
añadidas por PCR (Kapa DNA library age unit).  
La captura del exoma se realizó utilizando el sistema VCRome (tamaño de 
captura de 37 Mb, Nimblegen) empleando un multiplexado de 8 muestras para 
cada reacción de captura. La captura se realizó siguiendo las instrucciones de 
enriquecimiento de Nimblegen. Después de la captura, las bibliotecas se 
purificaron, se midieron y se valoraron mediante PCR en tiempo real antes de la 
secuenciación. Posteriormente los fragmentos de ADN se secuenciaron a una 
cobertura aproximada de 4.5 Gb por muestra en un equipo Illumina-NextSeq 
NS500 (Illumina Inc.), utilizando cartuchos de alto rendimiento de 150 ciclos 
(2x75). Se eliminaron los adaptadores de Illumina y los fragmentos resultantes 
se mapearon contra el exoma humano utilizando el archivo de referencia 
proporcionado por Nimblegen. 
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4.4.4 Procesamiento de los datos tras la secuenciación 
La calidad de los experimentos de secuenciación del exoma se realizó mediante 
FASTQC (http://www.bioinformmatics.babraham.ac.uk/ projects / fastqc). En 
primer lugar, se eliminaron los cebadores utilizando Cutadapt (157). Luego, los 
archivos FASTQ fueron filtrados por calidad por PrinSeq (158).  
 
La alineación de las secuencias se realizó contra el genoma humano h19 
basándose en las herramientas BWA (159), Samtools (160) y Picard Tools 
(http://picard.sourceforge.net). 
 
La llamada de variantes se realizó utilizando la herramienta MuTect del paquete 
GATK4(161) combinado con PicardTools, en primer lugar, para crear un panel 
de normales (162)  y, en segundo lugar, para llamar a las variantes.  
 
El panel de normales se construyó utilizando 11 muestras de exomas ibéricos 
de la base de datos 1000genomas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). 
 
4.5 Análisis de genotipo de VPH 
El genotipado de VPH se realizó a partir del sistema de detección CLART® 
VPH2, que  permite detectar infecciones y coinfecciones de 35 genotipos del 
VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 
59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89). Se siguió el protocolo 
especificado, que se resume a continuación.  
1. Extracción del ADN mediante GeneRead DNA FFPE (Qiagen), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Una vez extraído, el ADN fue almacenado 
a -80ºC hasta su utilización 
2. Se realizó la amplificación de un fragmento de la región L1 del virus 
mediante PCR, a partir de 5 µl del ADN extraído. El fragmento de ADN 
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que se amplifica presenta variaciones específicas para cada uno de los 
genotipos de VPH, lo que permitirá su identificación mediante sondas 
específicas. 
3. Los fragmentos de ADN amplificados se marcaron con biotina.  
4. Este fragmento de ADN de interés amplificado se vierte en un pocillo 
donde se encuentran fijadas todas las sondas específicas para cada 
genotipo de VPH.  
5. Las sondas hibridan con los fragmentos de ADN complementarios.  
6. A continuación, tiene lugar la unión de la biotina con el conjugado de 
estreptavidina-peroxidasa, seguida de una incubación con o-dianisidina, 
sustrato de la peroxidasa. Esto genera un precipitado en el área donde ha 
tenido lugar la hibridación. 
7. La visualización del producto amplificado se realizó mediante autoclart ®, 
que realiza una imagen gráfica de los pocillos y posteriormente se utiliza 
un software de procesamiento de imagen.  
4.6 Filtrado y validación de las variantes genéticas de alto impacto 
4.6.1 Filtrado de las variantes genéticas de alto impacto 
Con intención de identificar las variantes genéticas más relevantes en el 
carcinoma escamoso de ano se realizó un filtrado restrictivo de variantes de alto 
impacto (163) (figura 6).  
  




Figura 6. Esquema de la metodología empleada para el filtrado y posterior análisis de datos 
 
Este filtrado se realizó con el software VarSeq™ (V2.1.0, GoldenHelix, Bozeman, 
MT, www.goldenhelix.com) (164). Se consideró variante de alto impacto de 
acuerdo a los siguientes criterios: 1) Profundidad de lectura de al menos 15x, 2) 
Frecuencia global de acuerdo a la base de datos gnomAD  inferior al 1% (165), 
3) Variante detectable en al menos el 15% de las lecturas y 4) Impacto alto de la 
variante sobre la proteína (tabla 2). Posteriormente se validaron las variantes 
visualmente mediante Alamut.  
Se entiende por variante con alto impacto aquella variante que tiene un impacto 
disruptivo en la proteína, causando probablemente, el truncamiento de la misma, 
o su pérdida de función. Se incluyeron las variantes de tipo frameshift, y pérdida 
o ganancia del codón stop (stop lost o stop gained) (figura 7). Sin embargo, 
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variante con impacto moderado es aquella variante no disruptiva que podría 
cambiar la efectividad de la proteína (166). 
 
 
Figura 7. Esquema representativo de los tipos de variantes según la localización de la región genómica de 
transcripción (166) 
 
Característica Variantes alto impacto Variantes frecuentes 
Software VarSeq™ y Alamut VEP y IGV 
Frecuencia Global 
gnomAD <1% <1% 
Profundidad de 
lectura del gen ≥15x NO 
Umbral detección    
de lecturas ≥15% NO 
Impacto de las 
variantes  Alto Alto y moderado 
Frecuencia de 
variantes mínima NO >10% 
Tabla 2. Criterios de filtrado de variantes de alto impacto y de variantes frecuentes 
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4.6.2 Validación de las variantes genéticas de alto impacto 
Se revisaron todas las variantes obtenidas tras el análisis por VarSeq™ 
mediante Alamut Visual v2.11(Interactive Biosoftware). Se rechazaron aquellas 
variantes identificadas previamente por VarSeq™, que tras el análisis por Alamut 
Visual v2.11 únicamente fueron detectadas en una cadena o con una frecuencia 
baja.  
4.7  Análisis de los procesos biológicos y de las vías de señalización 
4.7.1 Procesos biológicos 
Para la identificación de los procesos biológicos celulares en los que están 
involucrados lo genes con variantes de alto impacto en carcinoma escamoso de 
ano se utilizó la base de datos PANTHER  (http://www.pantherdb.org/) (167,168). 
Se seleccionó “Homo sapiens” como organismo, “functional classification viewed 
in graphic charts” como análisis y “biological process” en ontología.  
4.7.2 Vías de señalización 
Para la identificación de las vías de señalización en las que están involucrados 
los genes afectados de variantes de alto impacto se utilizó la base de datos 
PANTHER (167,168). Se seleccionó “Homo sapiens” como organismo, 
“functional classification viewed in graphic charts” como análisis y “pathway” en 
ontología.  
4.8 Filtrado de las variantes genéticas frecuentes 
Para establecer las variantes genéticas asociadas con el pronóstico y con las 
características clínico-patológicas se realizó un filtrado menos restrictivo. Las 
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variantes fueron anotadas utilizando Variant Effect Predictor (VEP) (169) (tabla 
2) 
Los criterios de filtrado fueron los siguientes: 1) Frecuencia en la población 
general de acuerdo a la base de datos gnomAD menor al 1%, 2) Impacto alto o 
moderado de la variante y 3) Presencia de la variante en nuestra cohorte en al 
menos el 10% de los pacientes (tabla 2). Se confirmaron todas las variantes 
visualmente, utilizando Integrative Genomics Viewer (IGV) (170). La base de 
datos Varsome (https://varsome.com/) fue utilizada para encontrar información 
complementaria sobre algunas variantes. 
4.9 Asociación entre variantes genéticas y características clínico-
patológicas.   
La muestra de pacientes considerada para el análisis de asociación entre 
variantes genéticas y características clínico-patológicas incluye a todos los 
pacientes que evidentemente disponen de la información a analizar, pero no se 
excluyó ningún paciente en función del tratamiento recibido.  El listado de genes 
considerado para el análisis de supervivencia se estableció mediante VEP según 
se describe más arriba en al apartado correspondiente (tabla 2).  
Se realizó un análisis masivo exploratorio cruzando el listado de genes con los 
factores clínicos dicotómicos. El test estadístico utilizado en el análisis de 
significación para las tablas de contingencia fue el test exacto de Fisher de dos 
colas. Aunque se calculó el valor de p de acuerdo al test de Bonferroni, no se 
utilizó como referencia para establecer los genes diferenciales. Dado el pequeño 
tamaño muestral y que se trata de un análisis con fines exploratorios se ha 
considerado la p-valor no ajustada inferior a 0,05. Como medida se asociación 
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se utilizó el Odds Ratio (OR). Para el análisis se empleó la versión 23.0 del 
programa informático SPSS.  
 
4.10 Asociación entre características clínico-patológicas o variantes 
genéticas y supervivencia.  
La muestra de pacientes considerada para el análisis de supervivencia excluyó 
a aquellos pacientes que no recibieron tratamiento quimio-radioterápico 
concurrente con intención radical. Los pacientes que no habían presentado 
evento en el momento del final del seguimiento fueron censurados.  
Para la estimación de las curvas de supervivencia se utilizó el método Kaplan-
Meier.  La correlación de cada variable clínica categórica con SLE y SG se realizó 
a través del test de Log-Rank, teniendo en cuenta un nivel de significación 
estadística bilateral a=0,05 con el programa informático SPSS versión 23.0  
El listado de genes considerado para el análisis de supervivencia se estableció 
mediante VEP según se describe más arriba en al apartado correspondiente. 
Para el análisis de los genes relacionados con supervivencia libre de enfermedad 
se utilizó BRB-ArrayTools desarrollado por Dr. Richard Simon. Se generaron 
curvas de supervivencia para aquellas variables clínicas y genes asociados a 
supervivencia con un p valor inferior a 0.05 con el programa informático SPSS 
versión 23.0. Al tratarse de un análisis exploratorio con pequeño tamaño 
muestral no se realizó ajuste del p-valor a los múltiples test realizados.  
Dado el pequeño tamaño muestral y la ausencia de diferencias estadísticamente 
significativas para las variables clínicas pronósticas clásicas (sexo, VPH, estadio 
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TNM, N), no se realizó análisis multivariante para los genes que mostraron 
mejoría en SLE.  
4.11 Definición de términos incluidos en los objetivos del estudio  
• Respuesta Completa: Ausencia de tumor a los 6 meses de finalizar el 
tratamiento sin progresión regional ni a distancia. La respuesta fue 
evaluada clínica y radiológicamente mediante TAC o RMN de acuerdo a 
la versión 1.1 de los criterios RECIST (Response Evaluation Criteria in 
Solid Tumors).  
• Tasa de Respuesta Completa: Porcentaje de sujetos que han alcanzado 
respuesta completa.  
• Supervivencia Libre de Enfermedad: Número de meses transcurridos 
entre la primera dosis de tratamiento recibido y la confirmación de 
progresión de la enfermedad por prueba de imagen o persistencia de 
enfermedad confirmada por biopsia realizada al menos 6 meses tras 
finalizar el tratamiento.  
• Supervivencia global: Número de meses transcurridos entre la primera 
dosis de tratamiento recibido y la muerte del paciente por cualquier 
motivo.  
• Tiempo de seguimiento: Número de meses transcurridos desde la primera 
dosis de tratamiento recibido hasta la fecha última de seguimiento o 
muerte.  



















5 RESULTADOS  
 
5.1 Selección de pacientes. Características clínico-patológicas. 
Factores pronósticos clínicos  
La figura 8 muestra el diagrama de flujo para la inclusión de pacientes y análisis 
posterior.  
En el análisis de identificación de alteraciones genómicas se incluyeron los 45 
pacientes. Para el análisis de variables relacionadas con supervivencia se 
incluyeron los 41 pacientes que recibieron tratamiento quimio-radioterápico 
concurrente. Se excluyeron 4 casos: dos casos se trataron exclusivamente con 
resección del carcinoma de canal anal, un caso fue tratado exclusivamente con 
radioterapia y otro fue resecado con posterior administración de quimioterapia 
con intención adyuvante.  
La tabla 3, tabla 4 y tabla 5 muestran las características clínicas y anatomo-
patológicas de todos los pacientes a los que se realizó secuenciación del exoma 
























(N=33) N Frecuencia 
16 27 82% 
6 1 3% 
31 1 3% 
51 1 3% 
31,51 1 3% 
6,16 1 3% 
16,33,44,68 1 3% 
 




Tabla 5. Detalle de los tratamientos recibidos 
 
Tratamiento N Frecuencia 
            RT+QT 14 31% 
                        Cisplatino-5-FU 9  
           Mitomicina-5-FU 5  
            RT+MM-5-FU-Panitumumab 27 60% 
            Otros 4 9% 
              Radioterapia sola 1  
                        Cirugía sola 2  
                        Cirugía + QT adyuvante 1  
   





La tasa de respuesta completa entre los 41 pacientes evaluables 6 meses tras 
finalizar el tratamiento quimio-radioterápico fue del 82,9% (34 casos).  
La SLE a 3 y 5 años para los 41 pacientes evaluables para supervivencia fue del 
67,4%, con una mediana de seguimiento de 45 meses (figura 9). Trece pacientes 
presentaron recaída, de ellos, 11 sufrieron recaída local como primera 
localización, mientras que 2 casos presentaron recaída a distancia. 
 
 
Figura 9. Curva de supervivencia libre de enfermedad (SLE) 
 
 
La SG a 3 y 5 años para los 41 pacientes que recibieron tratamiento con quimio-







Figura 10. Curva de supervivencia global (SG) 
 
Se analizó la SLE en función de los factores pronósticos clínicos clásicos en 
carcinoma escamoso de ano localizado (sexo, edad, estadio TNM, presencia de 
afectación ganglionar), y para la infección de virus del papiloma de alto riesgo, 
sin encontrar diferencias estadísticamente significativas (tabla 6, figura 11, figura 
12, figura 13, figura 14 y figura 15).  
Variable N p-valor (log Rank) 
Sexo  41 p=0,32 
Edad <61años vs ³61 años 41 p=0,57 
VPH (-) vs (+) 35 p=0,23 
TNM I y II vs III 41 p=0,29 
N (-) vs (+) 39 p=0,32 
N: Afectación ganglionar; TNM: Estadio según la clasificación de la AJCC 6ª Edición 







Figura 11. Supervivencia libre de enfermedad en función del sexo  
  






Figura 13. Supervivencia libre de enfermedad en función de la infección por VPH 
 






Figura 15. Supervivencia libre de enfermedad en función de la afectación ganglionar 
 
5.2 Variantes genéticas de alto impacto      
 
La secuenciación del exoma completo se realizó sobre 46 muestras de pacientes 
diagnosticados de carcinoma escamoso de ano. La cobertura media obtenida 
fue de 42,6x con la excepción de una muestra con una cobertura de 3,57x. Esta 
muestra se descartó para los análisis posteriores. Una vez se descarta esta 
muestra, las restantes presentan una eficiencia de mapeo de entre 90-98%, con 
la excepción de una muestra (con una eficiencia de mapeo de 75,4x).  
De las 195.238 regiones exónicas del genoma humano, solamente 23.021 





Se utilizó VarSeq™ y Alamut para realizar el filtrado de las variantes genéticas 
candidatas a jugar un papel conductor en el carcinoma escamoso de ano. Así, 
tras analizar todas las variantes con impacto alto sobre la proteína, se encontró 
un total de 333 variantes sobre 312 genes en los 45 pacientes considerados para 
el análisis. La totalidad de los genes con variantes de alto impacto en esta 
patología están reflejados en la tabla 7. El número de casos y las frecuencias de 
los dieciséis genes que presentaron variantes de alto impacto de forma 
recurrente están descritas en la tabla 8 y tabla 9. La figura 16 muestra la 






FBXW7 AQR COQ5 FGFBP1 LILRA1 PA2G4 RPS6KA6 TDRD15 
CLTC ARHGAP45 CPN1 FITM1 LRP2 PCDHB1
4 
RPS6KC1 TEP1 
NEXN ARID1A CPNE3 FRRS1 MAP3K1 PDCD5 RTN3 TEX11 
ZNF750 ARID1B CREB3L1 FRY MAP4K4 PDE4A RYR2 TEX15 
ARHGAP21 ARID5B CREB5 FUNDC2 MAPK3 PDIA3 RYR3 TMEM38B 
CNOT7 ARPC1A CSDC2 GALNT5 MARCH6 PDZK1 SCAF4 TMIGD1 
COG1 ASB10 CT83 GALNT7 MARCH7 PEAK1 SCFD2 TMX2 
FAT1 ATP6V0E1 CTH GCDH MATR3 PGBD1 SCGN TRHDE 
KIAA0753 BAIAP2 CTNNA2 GCLC MEDAG PHF3 SCIN TRIP12 
KMT2C BBOF1 CYP2R1 GIMAP4 MIS18BP1 PHTF1 SCN3A TTC21A 
KMT2D BBS7 DCHS2 GLMN MKNK1 PI4KB SCNM1 TXLNG 
NSD1 BCORL1 DDX58 GLS2 MLPH PIK3R6 SCUBE2 TYROBP 
RHBG BOC DEFB135 GNMT, 
PEX6 
MPDU1 PKD2L1 SEPT10 U2AF2 
SRRM3 BTNL3 DGKI GNPAT MPHOSPH
8 
PLCB4 SGO2 UBR4 
SYNE2 C1orf210 DIAPH2 GPAT4 MPO PLOD3 SH2D4B UBR5 
TRAF3IP1 C20orf194 DIEXF GPRC5A MPP1 PODN SHANK1 UNC80 
RBM43 C2CD3 DLG5 GPSM2 MRM3 PPWD1 SLC13A2 USH1C 
A2M C8B DLX4 GPT MRPL40 PREX2 SLC40A1 USP12 
ABCA10 CACNA1G DNAH10 GSDMA MTERF3 PRKAG2 SLC9A7 VWA5B1 
ABCC9 CCDC121 DNAH7 H2BFM MYBPC1 PRKCD SMURF1 VWDE 
ACOXL CCDC180 DNMT1 HELZ MYH11 PRKCE SNX18 WASF1 
ACSM2A CCDC82 DNPEP HHAT MYL6B PRKD1 SNX29 WBSCR2
8 
ACTR3 CCL5 DST HIGD1B MYO18B PROK2 SNX32 YKT6 
ADAM11 CCNA1 DZIP3 HIPK3 MYOF PROX1 SORBS1 ZCWPW2 
ADAM20 CD177 EGR4 HK3 NCOA2 PRR14 SORCS1 ZFP69B 
ADCY4 CD5 EIF6 HLCS NCOR1 PTEN SPATA20 ZFYVE16 
AGL CDC37L1 ELF1 IGSF10 NDUFV1 PTPN14 SPATA31E1 ZFYVE26 
AIM1 CDH7 EPHA2 IKBKB NEB PUM2 ST6GALNAC
3 
ZNF200 
AK5 CEP192 EPHA5 KIAA0430 NLRP11 RAB40AL STAC2 ZNF546 
ALDH3B1 CFAP157 ESYT3 KIAA1217 NOP2 RAD54L2 SULT4A1 ZNF573 
ALDH4A1 CFAP70 ETNPPL KIAA1429 NOS2 RARG SUN5 ZNF577 
ANKHD1 CFL2 EXT2 KNTC1 NPAS2 RBM48 SYK ZNF615 
ANKHD1-
EIF4EBP3 
CHD1L FAHD1 KPNA3 NPHP1 RBMS3 SYNRG ZNF630-
AS1 
ANKLE2 CHD7 FAHD2B L2HGDH NSD2 RBPJ SYT15 ZNF716 
ANKRD6 CIT FAM134B LAMB1 NUTM1 RCC2 TAS1R3 ZNF746 
ANO3 CLCA4 FAM227B LAMB2 OIT3 RDH12 TAS2R41 ZNF781 
ANO4 CMYA5 FAM98B LARGE1 OR10W1 RGS22 TAS2R50 ZP2 
ANPEP CNKSR3 FANCL LDOC1L OR1S1 RHBDD1 TBC1D31 ZPBP2 
APEH COBL FGD6 LHPP OR5K1 RLN1 TBX15 ZZZ3 





Gen Nº variantes (%) 
FBXW7 4 (9%) 
CLTC 3 (7%) 
NEXN 3 (7%) 
ZNF750 3 (7%) 
ARHGAP21 2 (4%) 
CNOT7 2 (4%) 
COG1 2 (4%) 
FAT1 2 (4%) 
KIAA0753 2 (4%) 
KMT2C 2 (4%) 
KMT2D 2 (4%) 
NSD1 2 (4%) 
RHBG 2 (4%) 
SRRM3 2 (4%) 
SYNE2 2 (4%) 
TRAF3IP1 2 (4%) 
Tabla 8.  Número y frecuencia de genes recurrentemente afectados (³2) por variantes de alto impacto 
Gen Localización cromosómica Variantes genéticas 
FBXW7 4 
chr4_153247289_G/-
























Figura 16. Mapa de las variantes genéticas de alto impacto en genes recurrentes (³2) identificadas por 
VarSeq™ y Alamut. 
El tipo de alteración más frecuentemente encontrada fue la sustitución sin 
sentido, con una alteración en el marco de lectura por un codón de parada 
prematuro. La tabla 10 describe la frecuencia de tipos de variantes detectadas 
por VarSeq™ y Alamut.  
A pesar de la selección previa de variantes de alto impacto, Alamut reclasificó 
tres variantes correspondientes a sustituciones missense.  
Tipo de variante Número Frecuencia 
Inserción con cambio de marco de lectura (frameshift) 48 14% 
Deleción con cambio de marco de lectura (frameshift) 53 16% 
Sustitución sin sentido (nonsense) 203 61% 
Sustitución con cambio de sentido (missense) 3 1% 
Sustitución en sitio de empalme (splice site variant) 19 6% 
Deleción intrónica 2 1% 
Sustitución intrónica 2 1% 
Tabla 10. Tipo de variantes detectadas por el análisis de VarSeq™ y Alamut
0 0 0






5.3 Procesos biológicos y vías de señalización  
Para conocer los procesos biológicos y las vías de señalización relevantes en 
cáncer de ano se clasificaron los 312 genes con variantes de alto impacto de 
acuerdo a la base de datos PANTHER.   
5.3.1 Procesos biológicos 
De los 312 genes, 308 fueron reconocidos por PANTHER para establecer los 
procesos biológicos.  
La figura 17 y la figura 18 muestran los procesos biológicos en los que 
intervienen los genes afectos de variantes de alto impacto y los genes 
recurrentemente afectados, respectivamente, que muestran proporciones 
similares para los diferentes procesos biológicos.   
 
 







Figura 18. Procesos biológicos afectados por los genes recurrentes con variantes de alto impacto 
 
5.3.2 Vías de señalización 
Cada paciente presentó una lista única de variantes genéticas. De los 312 genes 
afectados por variantes descritos en este estudio, solamente 61 están 
identificados en las vías de señalización de la base de datos PANTHER. A partir 
de estos 61 genes se elaboró el gráfico de las vías de señalización afectas en 














Figura 20. Vías de señalización con genes afectados por variantes de alto impacto según PANTHER 
Para establecer las vías de señalización más frecuentemente afectadas se ha 
elaborado un gráfico representativo de las vías con 4 o más genes involucrados 
(figura 21), de las que destacan la vía de Wnt (12 genes), la vía de la inflamación 
mediada por citoquinas y quimioquinas (8 genes), la vía de la angiogénesis (7 
genes), y la vía de señalización de los receptores de colecistoquinina (CCKR) (7 
genes). La tabla 11 muestra los genes que presentan variantes correspondientes 






Figura 21. Vías de señalización con cuatro o más genes con variantes de alto impacto 
 
 
Tabla 11. Genes afectados de variantes de alto impacto implicados en algunas de las vías patogénicas más 















































































































Wnt  Inflamación Angiogénesis CCKR Apoptosis EGFR 
FAT1  PLCB4 PRKCE RYR2 IKBKB PIK3R6 
PCDHB14  ARPC1A PRKCD RYR3 MAPK3 PRKCD 
PRKCE  CCL5 PRKD1 PTEN MAP3K1 PRKC6 
PRKCD  IKBKB RBPJ MAPK3 MAP4K4 PRKD1 
FBXW7  MAPK3 MAPKAPK3 PRKCD PRKCD MAP3K1 
CHD1L  MYH11 MAPK3 PRKCE PRKCE MAPK3 
CTNNA2  PTEN MAP3K1 PRKD1   
CDH7  PRKCE     
ARID1B       
ARID1A       
ANKRD6       







5.4 Variantes genéticas asociadas a características clínico-patológicas 
La identificación de variantes genéticas relacionadas con características clínicas 
se realizó a partir de los 382 genes identificados mediante VEP, que como se 
explica en material y métodos presentan una frecuencia de variantes superior al 
10%. El anexo 1 muestra los 382 genes y su frecuencia.  A pesar de que TP53 
presentó una frecuencia de variantes inferior al 10% también se evaluó su 
asociación con la presencia de VPH de alto riesgo, dada la potencial relevancia 
clínica teniendo en cuenta los datos publicados al respecto.   
Aunque no se ha tenido en cuenta para la valoración de los resultados, se ha 
calculado el valor de la significación estadística ajustada a Bonferroni, que fue 
P= (0,05/382); P=0,00013. Si se hubiese ajustado el p-valor al test de Bonferroni, 
ninguna de las comparaciones exploratorias alcanzaría la significación 
estadística. 
 
5.4.1 Genotipo de alto riesgo del virus del papiloma humano 
La tabla 12 describe los quince genes con variantes relacionados con ausencia 
de VPH de alto riesgo con p-valor no ajustado inferior a 0,05, así como la OR 
para cada gen. La tabla 13 analiza las mismas características para TP53 


















OR (IC 95%) 
ZC3H13 0,011 2/33 (6,1%) 3/5 (60%) 23,2 (2,3-250,0) 
ATXN2L 0,011 2/33 (6,1%) 3/5 (60%) 23,2 (2,3-250,0) 
ATRNL1 0,011 2/33 (6,1%) 3/5 (60%) 23,2 (2,3-250,0) 
ASCL1 0,047 1/33 (3%) 2/5 (40%) 21,3 (1,5-333,3) 
NEB 0,019 7/33 (21,2%) 4/5 (80%) 14,9 (1,4-166,6) 
KAT6B 0,021 3/33 (9,1%) 3/5 (60%) 14,9 (1,7-125.0) 
RANBP2 0,021 3/33 (9,1%) 3/5 (60%) 14,9 (1,7-125,0) 
PHACTR4 0,021 3/33 (9,1%) 3/5 (60%) 14,9 (1,7-125,0) 
DMD 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
RYR2 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
C2orf16 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
BIRC6 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
CMYA5 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
PCNT 0,035 4/33 (12,1%) 3/5 (60%) 10,9 (1,4-83,3) 
SDK1 0,001 0/33 (0%) 3/5 (60%) - 
     
Tabla 12. Variantes genéticas diferenciales (p no ajustada < 0,05) para la variable infección por VPH 
 
 
Gen p-valor no ajustado VPH positivo VPH negativo 
TP53 0,076 2/33 (6,0%) 2/5 (40%) 







5.4.2 Infección por virus de la inmunodeficiencia humana 
Gen p-valor no ajustado  
VIH negativo 
(n=43) 
VIH positivo        
(n=2) OR  
KRAP 
5.10 0,021 5/43 (11,6%) 2/2 (100%) - 
Tabla 14. Variantes genéticas diferenciales (p no ajustada < 0,05) para la variable infección por VIH 
 
 
5.4.3 Estadio según la clasificación TNM 
Gen p-valor no ajustado 
Estadios I-II        
(n=19) 
Estadios III  
(n=26) OR (IC95%) 
ATM 0,007 1/19 (5,3%) 11/26 (42,3%) 13,2 (1,5-114,3) 
DMD 0,014 0/19 (0%) 8/26 (30,8%) - 
MED1 0,016 0/19 (0%) 7/26 (26,9%) - 
VWF 0,016 0/19 (0%) 7/26 (26,9%) - 
SYNE1 0,016 0/19 (0%) 7/26 (26,9%) - 
CYFIP2 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
PAPPA2 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
VWA3A 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
FTSJ3 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
UTP14A 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
SLFN11 0,032 0/19 (0%) 6/26 (23,1%) - 
ARID1A 0,010 5/19 (26,3%) 0/26 (0%) - 






5.4.4 Afectación ganglionar 
Gen p-valor no ajustado N(-) (n=19) N(+) (n=24) OR (IC95%) 
ATM 0,012 1/19 (5,3%) 10/24 (41,7%) 12,8 (1,5-112,7) 
DMD 0,012 0/19 (0%) 7/24 (29,2%) - 
VWF 0,027 0/19 (0%) 6/24 (25,0%) - 
SYNE1 0,027 0/19 (0%) 6/24 (25,0%) - 
PAPPA2 0,027 0/19 (0%) 6/24 (25,0%) - 
ARID1A 0,012 5/19 (26,3%) 0/24 (0%) - 
PCNXL2 0,031 4/19 (21,1%) 0/24 (0%) - 
SBF1 0,031 4/19 (21,1%) 0/24 (0%) - 
Tabla 16. Variantes genéticas diferenciales (p no ajustada < 0,05) para la variable dicotomizada afectación 
ganglionar 
 
5.5 Variantes genéticas asociadas a supervivencia libre de  
enfermedad    
La identificación de variantes relacionadas con la SLE se realizó a partir de los 
382 genes con variantes identificados mediante VEP.   
La presencia de variantes en cada uno de los siguientes 5 genes se asocia a 
peor SLE: BRCA2, ZNF750, FAM208B, ZC3H13 y ZNF599 (figura 22, figura 23, 






Figura 22. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la presencia o ausencia de variantes 
genéticas sobre BRCA2 
 
Figura 23. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la presencia o ausencia de variantes 






Figura 24. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la presencia o ausencia de variantes 
genéticas sobre FAM208B 
 
Figura 25. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la presencia o ausencia de variantes 







Figura 26. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la presencia o ausencia de variantes 
genéticas sobre ZNF599 
 
 Gen SLE   mediana* 
Tasa SLE      
36 meses HR** (IC 95%) 
p-valor         
no ajustado 
BRCA2 10,83 75% vs 37% 3,3 (1,2-24,2) 0,025 
ZNF750 10,83 72% vs 25% 3,7 (1,2-78,9) 0,031 
FAM208B 6,37 73% vs 33% 4,7 (2,4-115,5) 0,004 
ZC3H13 10,83 74% vs 33% 3,5 (1,3-39,9) 0,026 
ZNF599 7,93 73% vs 33% 4,1 (1,7-66,1) 0,011 
SLE: Supervivencia libre de enfermedad. Mediana*: Correspondiente al grupo de pacientes 
con variantes sobre el gen. HR**: Hazard Ratio Variante: (Presencia/Ausencia) 







Gen Localización cromosómica 
Número de 
muestras Frecuencia Variantes genéticas 



































Tabla 18. Genes con variantes asociados a peor supervivencia libre de enfermedad 
 



















6.1 Planteamiento del estudio  
El carcinoma epidermoide de ano es una patología de muy baja incidencia, lo 
que dificulta la investigación tanto clínica como traslacional. El tratamiento actual, 
basado en la administración concurrente de quimio-radioterapia definitiva con 5-
FU y mitomicina, no se ha modificado desde la década de los 70, exceptuando 
las más modernas técnicas de radioterapia. De este modo, las tasas de recaída 
son del 30% a los 5 años, y los efectos adversos del tratamiento considerables.  
Es por tanto necesario mejorar la comprensión del panorama molecular que 
regula la patogénesis del carcinoma escamoso de ano, con objeto de encontrar 
biomarcadores pronósticos, mejorar la selección de pacientes para la 
administración de tratamientos agresivos, identificar biomarcadores predictivos 
de beneficio al tratamiento y establecer nuevas dianas terapéuticas.  
En este estudio se han analizado 46 muestras de carcinoma epidermoide de ano 
localizado en parafina, mediante secuenciación del exoma completo. El trabajo 
se ha enfocado desde una doble aproximación al perfil mutacional del carcinoma 
escamoso de ano. Por un lado, se ha realizado un análisis restrictivo, mediante 
VarSeq™ y Alamut para identificar las variantes de alto impacto, conductoras de 
esta patología. Además, con las variantes encontradas tras este análisis, a 
través de PANTHER, se han descrito, las vías moleculares alteradas en 
carcinoma escamoso de ano. Por otro lado, se ha planteado un análisis global, 
no enfocado exclusivamente a los genes bien conocidos en oncología. Así, se 
ha realizado un análisis exploratorio a partir de variantes genéticas más 





diferentes grupos clínico-patológicos e identificar aquellas variantes que 
pudieran asociar un peor pronóstico de la enfermedad. 
Aunque no existen grandes registros de esta patología, las características clínico 
-patológicas de los pacientes incluidos en este estudio son, en general, 
representativas y similares a los pacientes incluidos en grandes ensayos clínicos 
para enfermedad localizada. Sin embargo, un 60% de los pacientes recibió 
panitumumab además de la quimioterapia estándar al proceder de un ensayo 
clínico no aleatorizado, y 4 pacientes no recibieron quimio-radioterapia 
concurrente definitiva por condicionantes individuales. Al analizar los factores 
clínicos pronósticos clásicos del carcinoma epidermoide de ano, como la 
afectación ganglionar, el estadio TNM, el sexo, la edad y la presencia VPH de 
alto riesgo no se encuentran diferencias estadísticamente significativas, aunque 
el pequeño tamaño muestral no permite disponer de la potencia estadística 
adecuada para encontrar diferencias. 
6.2 Variantes genéticas de alto impacto 
En el análisis global de variantes de alto impacto se evidencia una muy baja 
frecuencia de variantes sobre numerosos genes. De hecho, cada paciente 
presentó una lista única de variantes. Chung et al, encuentran resultados 
similares en una muestra, a pesar de analizar un número limitado de genes 
seleccionados por su estrecha relación con cáncer (127). Esta dispersión de las 
mutaciones limita las posibilidades de búsqueda de dianas terapéuticas 
clínicamente relevantes en el conjunto de pacientes.  
A pesar de la baja frecuencia de variantes de alto impacto, se identificaron 16 





asocian al estadio, por lo que no se puede descartar (ni confirmar) que sean 
eventos tempranos en la carcinogénesis del carcinoma escamoso de ano.  
FBXW7 es el gen que ha presentado variantes de alto impacto con mayor 
recurrencia, en 4 pacientes (9%). Aunque FBXW7 solamente se encuentra 
mutado en el 2,5% de las neoplasias en humanos, la frecuencia es mayor en 
carcinoma de cérvix (6%) (171) y en carcinoma de ano (6-19%) 
(127,128,130,131). Tres de las 4 mutaciones encontradas en esta serie están 
presentes en el hotspot R505, uno de los codones más frecuentemente mutado 
de este gen, localizado en el dominio de unión de sustratos (171). La mayoría de 
las mutaciones de FBXW7 detectadas en células tumorales son sustituciones de 
tipo missense, al igual que ocurre en dos casos de nuestra serie. Es importante 
resaltar el valor patogénico en estos dos casos, teniendo en cuenta que, en toda 
la serie, únicamente se han identificado 3 mutaciones tipo missense tras el 
análisis por VarSeq™ y Alamut. A pesar de que las variantes tipo missense 
estaban excluidas del análisis de variantes de alto impacto, el software las 
reclasificó. 
Este gen supresor de tumores forma parte del complejo SCF (Skp1-
Cdc53/Cullin-F-box-protein complex), que se encarga de la degradación por 






Figura 27. Sustratos de degradación de FBXW7. Imagen Modificada de Yeh CH et al (171) 
 
La pérdida de función de FBXW7 deja abierta la puerta a varias vías oncogénicas 
y a posibles marcadores predictivos de respuesta a diferentes dianas 
terapéuticas. Por ejemplo, el incremento en la expresión de mTOR en líneas 
celulares con mutación de FBXW7 aumenta la sensibilidad a rapamicina (172). 
Las mutaciones en FBXW7 se han asociado a resistencia a anti-EGFR y 
oxaliplatino (173,174) en pacientes con cáncer de colon y a resistencia a 
cisplatino en cáncer gástrico (175). Asimismo, la desregulación negativa de 
FBXW7 se asocia a resistencia de inhibidores de EGFR en cáncer de pulmón 
(176). Todos estos fármacos tienen una potencial utilidad en el tratamiento del 
carcinoma escamoso de ano. 
Un mecanismo redundante que podría afectar a la disfunción de FBXW7 sin la 
necesidad de mutación proviene de la inactivación de p53, ya sea por mutación 
propia o por su degradación secundaria a la oncoproteína viral E6. En 
condiciones normales, FBXW7 es una diana activada por p53 (177). En otras 





promovido por la mutación en TP53 en la adquisición del fenotipo maligno y 
progresión (178,179).  
ZNF750 es otro de los genes con mayor frecuencia de variantes de alto impacto 
encontrado en este trabajo, aunque no se había descrito previamente en 
carcinoma escamoso de ano. Las mutaciones sobre ZNF750 y su pérdida de 
expresión se han asociado recientemente a carcinomas de extirpe epidermoide 
(180) así como a peor pronóstico y menor quimio-radiosensibilidad, tanto en 
tumores epidermoides de esófago como de la región ORL (181–183). Por otro 
lado, se ha relacionado directamente con el VPH en carcinoma oral (184). Se 
trata de un gen supresor de tumores cuyo mecanismo oncogénico no está 
resuelto, aunque se ha descrito que permite la diferenciación de células 
epidérmicas, suprime la migración celular y modula el microambiente vascular 
para inhibir la progresión tumoral en carcinoma escamoso oral (180,185). 
Varios de los genes con variantes redundantes en esta serie codifican por 
enzimas modificadores de la cromatina, y están, por tanto, implicados en la 
regulación epigenética. Esta es una de las vías más frecuentemente afectadas 
en carcinoma escamoso de ano. KMT2C, KMT2D y NSD1 pertenecen 
concretamente al grupo de histona-lisina N-metil transferasa, que permiten la 
metilación de histonas. En función del sitio de metilación de las histonas actuarán 
como activadores o represores de la transcripción. Tanto KMT2D como KMT2C 
actúan sobre K4H3 (186). En este caso, la metilación sobre la lisina K4 de la 
histona H3 da lugar a una activación de la transcripción (187). En condiciones 
normales, KMT2C participa en la activación de la expresión génica de TP53 en 





KMT2C en líneas celulares de cáncer de vejiga afecta a la transcripción de genes 
relacionados con la reparación del ADN, replicación del ADN, control del ciclo 
celular y apoptosis (189). Como consecuencia, las células con deficiencia de 
KMT2D, así como aquellas con deficiencia de KMT2C, presentan una elevada 
frecuencia de rotura de doble cadena de ADN (189,190), por lo que el tratamiento 
con inhibidores del PARP parece una opción diana interesante para explorar en 
estos tumores (189).   
Las mutaciones sobre KMT2D y KMT2C han sido previamente descritas en 
carcinoma epidermoide de ano, con frecuencias variables, del 16-22% y 0-32% 
respectivamente (127,129). Además son mutaciones comunes en otras 
neoplasias, habiéndose descrito en meduloblastoma, feocromocitoma, linfoma, 
carcinoma de vejiga, pulmón, endometrio, cérvix, esófago o páncreas (186,191).   
El producto proteico del gen NSD1, también conocido como gen KMT3B, permite 
la metilación de la histona H3 en la lisina 36 (H3K36), que a su vez activa la 
transcripción de eucromatina. Por tanto, la disfunción de NSD1 lleva a un 
silenciamiento transcripcional (192). Sin embargo, se desconoce su mecanismo 
y las condiciones que regulan sus propiedades oncogénicas. Por ejemplo, en 
tumores de próstata, la mayor expresión de NSD1 se asocia a metástasis, 
mientras que su expresión reducida se asocia a recaída bioquímica (193). Se 
encuentra más frecuentemente mutado en tumores de cabeza y cuello VPH (-) 
y fumadores, y parece conferir mejor pronóstico (194). Es necesario profundizar 
en los mecanismos que regulan sus propiedades oncogénicas. 
CLTC presenta variantes de alto impacto en el 7% de los casos. Codifica a la 





clásicamente no se ha asociado a la patogénesis del cáncer y su frecuencia 
mutacional de alto impacto en cáncer de acuerdo a la base de datos del IGCG 
es inferior, cada vez existe más evidencia de su potencial papel en procesos 
oncogénicos como gen supresor de tumores. Además de participar en la 
segregación cromosómica, juega un papel estructural en la vía Wnt, 
favoreciendo la unión del signalosoma LRP6 con AXIN, un regulador negativo 
de la vía. Por otro lado se ha descrito su capacidad para activar p53 (195). Su 
fusión con ALK conforma el oncogén CTLC-ALK que permite la activación de 
ALK como mecanismo patogénico en diferentes neoplasias como el tumor 
miofibroblástico o el linfoma anaplásico (196).  
La migración y la adhesión celular son otras de las vías de señalización en las 
que intervienen algunos de los genes más frecuentemente afectados por 
variantes de alto impacto en este trabajo, como son FAT1, NEXN, ARHGAP21, 
SYNE2 y KIAA0753.    
FAT1 es un gen supresor de tumores que da lugar a una proteína del tipo 
cadherina. Esta proteína es capaz de unirse a β-catenina, antagonizando su 
localización nuclear, y así es capaz de bloquear la proliferación celular.  Por 
tanto, la inactivación de FAT1 promueve la señalización de la vía Wnt en cáncer 
(197).  Varios tumores como el cáncer colo-rectal, glioblastoma y carcinomas de 
cabeza y cuello presentan mutaciones sobre FAT1 (198). Del mismo modo, en 
carcinoma escamoso de ano (15%) y carcinoma de cérvix (9%) se han descrito 
recientemente mutaciones sobre FAT1 (131,199). Los inhibidores de la vía Wnt 
como NVP-TNS656 podrían ser un tratamiento dirigido para aquellos casos que 





permite la inactivación del oncogén YAP1. Así, YAP1, se convierte en una diana 
para el desarrollo de fármacos dirigidos. Aunque actualmente no existen 
inhibidores directos de YAP1, Verteporfin es un disruptivo de la interacción entre 
YAP1 y el factor de trascripción TEAD2, que podría ser investigado en este 
subgrupo de pacientes (200).  
NEXN es un gen escasamente estudiado relacionado con miocardiopatía. Se 
expresa fundamentalmente en células de músculo liso de corazón, vejiga y tejido 
gastrointestinal. A pesar de no tener relación con el cáncer hasta el momento, 
su silenciamiento, además de bloquear la polimerización de la actina, bloquea la 
migración celular y parece estar regulado por YAP1 (201). 
Otro de los genes que presenta variantes de alto impacto de forma recurrente y 
relacionado con la migración celular es ARHGAP21 (también conocido como 
ARHGAP10). Pertenece a la familia de las RhoGAPs (RhoGTPAse activating 
proteins), como inhibidores de las RhoGTPasas, que intervienen en procesos 
relacionados con el citoesqueleto, como son la migración, proliferación, 
adhesión, endocitosis y exocitosis (202,203). ARHGAP21 actúa como gen 
supresor de tumores en leucemia pediátrica, cáncer de ovario, mama, estómago 
o pulmón (204,205). Aunque la pérdida de función de ARHGAP21 favorece la 
pérdida de adhesión y la migración celular, no se conocen completamente ni el 
mecanismo subyacente que lo regula ni los factores que favorecen su expresión 
y acción (203). Además, en cáncer gástrico se ha demostrado que es capaz de 
activar a p53 favoreciendo la apoptosis, así como inhibir MTORC1 y 





descrito que ARHGAP21 bloquea la vía de Wnt a través de la inhibición de beta-
catenina (205).  
SYNE2 codifica la proteína nesprin-2 (nuclear envelope spectrin repeat protein-
2), encargada de mantener arquitectura y posición nuclear. Se han descrito 
mutaciones recurrentes sobre SYNE2 en cáncer de mama, colo-rectal y cabeza 
y cuello (206). La ausencia o disminución de nesprin-2 podría aumentar la 
maleabilidad nuclear, permitiendo la migración celular a través de espacio de 
tejido estrecho (206).  
KIAA0753 interviene en la duplicación del centriolo (207). Aunque no está 
establecido el mecanismo patogénico en cáncer, se ha descrito su posible papel 
en la adhesión microvascular previa al desarrollo de metástasis hepáticas en 
cáncer de colon (208). 
Los demás genes con variantes de alto impacto funcional recurrentes en esta 
serie de cáncer de ano (CNOT7, COG1, RHBG, SRRM3 y TRAF3IP1) presentan 
una frecuencia anecdótica en cáncer según el portal del IGCG. CNOT7 actúa 
mediante su unión a una proteína antiproliferativa (B Cell translocation protein), 
que regula negativamente la proliferación celular. COG1 da lugar a una de las 8 
proteínas que forma el complejo localizado de Golgi (COG), requerido para la 
morfología y función normales del aparato de Golgi (209). RHBG codifica una 
proteína transmembrana de la familia de las Rhesus no eritroides, que se 
expresa principalmente en riñón, cuya función esencial es el transporte de 
amoníaco. También se encuentra en otros tejidos como ovario, esófago y piel. 





catenina en líneas celulares de cáncer de colon y hepatocarcinoma (210). El 
papel de SRRM3 y TRAF3IP1 en cáncer esta pendiente de ser establecido.  
En este punto conviene destacar que, tras el análisis para seleccionar variantes 
de alto impacto mediante VarSeq™ y Alamut, el software descartó las variantes 
tipo missense en su práctica totalidad por no corresponder por definición a 
variantes de alto impacto sino con impacto moderado. Este análisis 
bioinformático, más restrictivo en cuanto a las variantes de alto impacto, explica 
la menor o nula frecuencia de variantes en otros genes clásicamente mutados 
en otros estudios en carcinoma escamoso de ano, como PIK3CA (20-36%) (127–
131). No obstante, en el análisis por VEP no limitado a variantes de alto impacto, 
la frecuencia de variantes sobre PIK3CA es del 40%, similar a estos estudios 
(Anexo 1).  
Por otro lado, al analizar el perfil mutacional del carcinoma de cérvix, que 
comparte las bases etiopatogénicas con el carcinoma escamoso de ano, sucede 
algo similar. Entre los genes mutados significativamente, destaca PIK3CA (14-
26%) (211,212). No obstante, al realizar el análisis de mutaciones de alto 
impacto funcional según el análisis del ICGC Data Portal (126) ya no aparece 






Figura 28. Mutaciones de alto impacto en cáncer de cérvix de acuerdo con el ICGC Data Portal (126) 
 
Por otro lado, en este análisis en carcinoma de cérvix se mantienen algunos 
genes y emergen otros como los más frecuentemente alterados, como son 
KMT2C, KMT2D, NSD1, FAT1 y FBXW7, que coinciden con los resultados de 
este análisis en carcinoma escamoso de ano. Estos paralelismos confirman que, 
en líneas generales, además de etiopatogenia, el carcinoma epidermoide de 
cérvix y de ano también comparten un perfil mutacional similar y permite 
hipotetizar que las nuevas terapias diana en carcinoma de cérvix podrían ser 
efectivas también en carcinoma epidermoide de ano.  
 
6.3 Vías de señalización 
Para conseguir una visión global de la biología tumoral del carcinoma escamoso 





los procesos biológicos y de las vías de señalización en las que estaban 
involucrados los genes afectados por variantes de alto impacto. 
Los tres procesos biológicos de nivel 1 más representados por estos genes 
fueron el proceso celular, el metabólico y la regulación biológica. Los 16 genes 
con variantes recurrentes están involucrados en los mismos procesos.  
De los 312 genes afectados por variantes identificados en este estudio, 61 están 
incluidos dentro de las vías de señalización de la base de datos de PANTHER. 
A pesar de que, como se ha discutido previamente, cada paciente presentó una 
lista única de variantes genéticas, y de que se han descrito múltiples variantes 
de genes en muy baja frecuencia, los genes alterados identificados se 
concentran en un grupo de vías comunes relacionadas con el desarrollo del 
cáncer y la progresión tumoral. Entre ellas destacan la vía de señalización de 
Wnt, la vía de señalización de la inflamación mediada por quimioquinas y 
citoquinas, la vía de la angiogénesis, la vía de señalización de la apoptosis y la 
vía de señalización de CCKR. Otras vías como la del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico, de las cadherinas, de las integrinas o del factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) también son relevantes por la 
frecuencia de genes afectos.  
Estas vías de señalización engloban la mayoría de las 10 características o 
hallmarks del cáncer, definidas como las capacidades funcionales adquiridas 
que permiten a la célula cancerosa sobrevivir, proliferar y diseminarse (213). Las 
propiedades del cáncer, descritas en el año 2000 y actualizadas en 2011 por 
Hanahan y Weinberg, se complementan para permitir finalmente el crecimiento 






Figura 29. Hallmarks del cáncer originalmente propuestas en el año 2000 4 .  
A continuación, se hace un análisis general de las principales vías implicadas en 
carcinoma epidermoide de ano según las variantes de alto impacto encontradas 
en este estudio, su relación con los hallmarks del cáncer y, en algunos casos se 
hace referencia a posibles tratamientos utilizados en esta vía. Evidentemente, 
del hecho de que un gen con variantes de alto impacto esté implicado en una vía 
de señalización, y que existan dianas terapéuticas implicadas en esa vía, no se 
puede concluir que esos fármacos sean eficaces en carcinoma escamoso de 
ano, puesto que el mecanismo exacto por el que funciona cada molécula se ve 
afectado por multitud de alteraciones genómicas, entre otras.   
 
 
4 Imagen reproducida de Hanahan D, Weinberg RA, Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 







Figura 30. Hallmarks emergentes del cáncer propuestos en 20115.  
El hallmark de la evasión de genes supresores de tumores no se puede atribuir 
a ninguna vía de señalización en concreto, pero muchos de lo genes que 
presentan variantes de alto impacto de forma recurrente son supresores de 
tumores, como FBXW7, ZNF750, KMT2C, KMT2D, FAT1, ARHGAP21 o SYNE2. 
Justamente, la presencia de mutaciones sobre los dos paradigmas de gen 
supresor de tumores, TP53 y pRB, están ausentes en el análisis de variantes de 
alto impacto, y son excepcionales mediante el análisis menos restrictivo no 
limitado a variantes de alto impacto. Conviene recordar que en carcinoma 
escamoso de ano VPH (+), la disfunción de p53 y pRB es la base de su 
 
5 Imagen reproducida de Hanahan D, Weinberg RA, Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 





patogénesis, pero que habitualmente proviene de la degradación por las 
oncoproteínas E6 y E7 respectivamente.  
La vía de la señalización de la inflamación es una de las más representadas por 
alteraciones genéticas en este trabajo. La inflamación se ha asociado 
clásicamente con el desarrollo del cáncer, existiendo una compleja relación entre 
las células inmunológicas, las células cancerosas y la inflamación. Inicialmente, 
existe una fase de no tolerancia de las células inmunes hacia las células 
tumorales, sin embargo, la persistencia de inflamación en el microambiente 
tumoral y la reducción de la inmunogenicidad tumoral favorece el desequilibrio y 
tolerancia de las células inmunológicas hacia las células tumorales (215,216). 
En neoplasias asociadas a infecciones persistentes como el hepatocarcinoma 
con el virus de la hepatitis C, o el carcinoma de cérvix con el virus del papiloma, 
la inflamación favorece el desarrollo tumoral (217,218). En carcinoma de ano, el 
VPH también suprime la inflamación aguda y el reconocimiento inmune, 
favoreciendo la inflamación crónica fundamentalmente mediada por IL6 (219). 
De este modo, la vía de señalización de la inflamación abarca directamente dos 
características del cáncer como son la inflamación promovida por el tumor y la 
evasión de la destrucción inmune. Sin embargo, la activación de esta vía 
contribuye a muchas de las otras propiedades del cáncer, favoreciendo la 
señalización de proliferación celular, angiogénesis, invasión y metástasis y la 
inmortalidad celular, entre otras.   
Los inhibidores del punto de control inmunitario son la punta de lanza en la 
investigación de nuevos tratamientos en carcinoma epidermoide de ano. El 





la adición de nivolumab durante 6 meses tras quimio-radioterapia convencional 
en pacientes con carcinoma epidermoide de ano localizado de alto riesgo (220).  
Otros estudios ya finalizados han demostrado que los inhibidores del punto de 
control inmunitario son eficaces en esta patología. Por ejemplo, nivolumab ha 
demostrado una tasa de respuestas de 24% en 37 pacientes con enfermedad 
refractaria (145), mientras que con pembrolizumab se obtuvo un 17% de 
respuestas también sobre una muestra de pacientes con enfermedad 
metastásica (146). Además, se están evaluando otras estrategias más 
sofisticadas, como la combinación de un anti-PD1 (nivolumab) con anticuerpos 
contra el receptor CTLA-4 (ipilimumab), o la combinación de atezolizumab con 
bevacizumab (220).  
Otros fármacos potencialmente eficaces, dirigidos a la vía de la señalización de 
la inflamación mediante el bloqueo de la promoción tumoral de la inflamación, no 
han sido estudiados en carcinoma epidermoide de ano. Los antagonistas de IL-
1R como anakinra, o los anticuerpos monoclonales contra IL-6 como el 
Siltuximab, están siendo evaluados en otras neoplasias (221,222).  Los AINES 
podrían jugar un papel de protección en carcinoma in situ de cérvix, bloqueando 
la progresión de la enfermedad, aunque por el momento no existen datos 
convincentes (223). 
La vía de la apoptosis es otra de las más afectadas en este trabajo, y está 
directamente relacionada con dos propiedades fundamentales del cáncer: la 
resistencia a la muerte celular y la promoción de la inmortalidad replicativa. En 
la célula cancerosa existen múltiples señales que deberían activar la vía de la 





celular o la hiperactivación de la señalización oncogénica (213). Sin embargo, 
estas células también disponen de múltiples mecanismos que bloquean la 
apoptosis, muchos de ellos relacionados con TP53. Como ya se ha descrito 
previamente, no se han encontrado variantes sobre TP53 mediante el análisis 
de alto impacto en las 45 muestras, aunque sí se encontraron 4 tumores (9%) 
con variantes de impacto moderado en TP53. La literatura refleja una frecuencia 
de mutaciones sobre TP53 variable entre el 4,7% y el 28% en carcinoma 
epidermoide de ano (127–130). En este estudio sí se han descrito variantes de 
alto impacto sobre KTM2C que, en condiciones fisiológicas activa la transcripción 
de TP53 mediante la metilación de histonas. Además, en los casos asociados a 
infección por VPH de alto riesgo, el mecanismo prototipo de inactivación de p53 
se debe a la degradación de p53 por E6. Morris et al, también describen 
alteraciones sobre la vía de la reparación del ADN, en una serie de pacientes 
con carcinoma epidermoide de ano metastásico (129).    
También se han identificado variantes de alto impacto sobre 7 de los genes que 
intervienen en la vía de la angiogénesis. Su papel en cáncer se fundamenta en 
satisfacer las mayores necesidades de nutrientes y oxigenación del tumor así 
como eliminar los productos de deshecho y el dióxido de carbono derivados del 
metabolismo tumoral (213). Aunque a nivel mutacional no se han descrito 
grandes alteraciones en esta vía, la angiogénesis es un evento precoz en la 
patogénesis del carcinoma escamoso de ano. Existe un progresivo incremento 
en la densidad de microvasos en carcinoma infiltrante respecto al carcinoma in 
situ de alto y de bajo grado (224), y lo mismo ocurre en el carcinoma de cérvix. 
Un mecanismo planteado para justificar estos hallazgos sería la sobre-regulación 





de concepto de que los fármacos antiangiogénicos como bevacizumab o 
pazopanib funcionan en carcinoma de cérvix avanzado pretratado se demostró 
con tasas de respuesta en torno al 10% en ensayos clínicos de pequeño tamaño 
muestral (227,228). Posteriormente, el ensayo clínico aleatorizado fase III GOG 
240 ha confirmado el beneficio en SG de bevacizumab en combinación con 
quimioterapia para primera línea de carcinoma de cérvix (229). En carcinoma de 
ano no hay resultados de ensayos clínicos con antiangiogénicos, aunque 
actualmente está en marcha un ensayo clínico que combina atezolizumab y 
bevacizumab (NCT03074513) en múltiples neoplasias entre las que se incluyen 
los carcinomas epidermoides de ano asociados a VPH(+). 
La vía de señalización de Wnt es la más representada en carcinoma escamoso 
de ano en este trabajo, con 12 genes afectados por variantes de alto impacto en 
las 45 muestras analizadas. La vía de señalización de Wnt, juega un papel 
esencial en la iniciación y mantenimiento de múltiples neoplasias. La vía 
canónica de Wnt se activa por la unión del ligando extracelular Wnt al receptor  
Frizzled, que bloquea la degradación de b-catenina, incrementando su 
concentración en el plasma y favoreciendo el paso al núcleo celular para unirse 
a varias moléculas reguladoras transcripcionales que favorecen la transcripción 
de los genes diana de Wnt (figura 31) (230). Además, existen otras dos vías no 
canónicas de Wnt, la vía de la polaridad de la célula planar y la vía dependiente 







Figura 31. Vía de señalización canónica de Wnt. En ausencia de Wnt, b-catenina es degradada por el 
proteasoma en el citoplasma. En presencia de Wnt, b-catenina no se degrada, traslocándose al núcleo y 
permitiendo la transcripción de genes diana de Wnt 6.  
En cáncer de ano, se han comunicado mutaciones sobre genes pertenecientes 
a la vía de Wnt de forma puntual, como FAM123B y FAT1 en series de pequeño 
tamaño muestral (129,131), algo que podría estar en relación al escaso número 
de estudios moleculares realizados en esta neoplasia. En carcinoma de cérvix sí 
se ha demostrado el papel patogénico de la vía de Wnt, fundamentalmente en 
relación a la infección por el VPH. La vía canónica de Wnt parece ser un paso 
necesario para iniciar la transformación maligna en carcinoma de cérvix y el 
mecanismo fundamental viene mediado por las propias oncoproteínas E6 y E7 
 
6 Imagen reproducida de Duchartre Y, Kim Y-M, Kahn M. The Wnt signaling pathway in cancer. Crit Rev 






que, a través del bloqueo de la degradación de b-catenina, permiten su acúmulo 
en el citoplasma y núcleo celular (231,232). El perfil mutacional de alto impacto 
funcional en carcinoma de cérvix según el ICGC también muestra alteraciones 
sobre algunos de los genes encontrados en este trabajo, como FAT1, ARID1A, 
PLCB4 o PCDHB14 (126). 
Precisamente, la vía de Wnt juega un papel clave en la transición epitelio 
mesénquima, que es uno de los pilares del hallmark de la activación de la 
invasión y metástasis. Otras vías de señalización afectadas en este estudio 
también participan en la transición epitelio mesénquima, como son la vía de 
señalización de las integrinas o cadherina. De hecho, la inhibición de la 
expresión de E-cadherina (encargada de la adhesión celular con otras células y 
con la matriz extracelular) es otro sostén para el proceso de transición epitelio-
mesénquima.  
El hallmark del mantenimiento de la proliferación celular viene representado en 
este trabajo por varias vías. Sin embargo, la vía de señalización del receptor del 
factor de crecimiento epidérmico (EFGR) tiene especial interés en carcinoma 
epidermoide de ano. La sobreexpresión de EGFR en estos tumores, junto a la 
ausencia de mutaciones sobre los principales genes de la vía como NRAS, 
KRAS, EGFR o BRAF, que confieren resistencia a los anticuerpos anti-EGFR 
(127–131), ha favorecido la implementación de ensayos clínicos que evalúan la 
eficacia de los anticuerpos monoclonales antagonistas de EFGR en carcinoma 
epidermoide de ano. Sin embargo, los resultados de estos estudios, que 
combinan radioterapia concurrente con cetuximab, cisplatino y 5-FU o con 





deseados, además con mala tolerancia en el caso de la combinación de 
cisplatino y cetuximab (233,234).  
La vía de los receptores de colecistoquinina es una vía frecuentemente alterada 
en otras neoplasias como el adenocarcinoma de páncreas, gástrico, colon o 
pulmón (235), pero no se ha asociado previamente a carcinoma epidermoide de 
ano ni de cérvix.  
Este análisis se ha hecho con las variantes genéticas de todos los tumores 
consideradas en su conjunto. Con estos datos, no se puede establecer que en 
cada tumor considerado de forma individual estén afectadas cada una de estas 
vías. Otra de las limitaciones más relevantes para interpretar las vías de 
señalización alteradas en este trabajo, es que solamente se ha tenido en cuenta 
una de las capas biológicas informativa, el perfil mutacional. No se ha realizado 
un análisis integral de la patología a nivel molecular, evaluando otros factores 
tan relevantes como el número de copias génicas, el transcriptoma, los 
microRNAs, el proteoma, el epigenoma o el metaboloma.  
Cacheux et al realizaron recientemente un análisis conjunto de mutaciones 
somáticas y del número de copias sobre 20 pacientes con carcinoma 
epidermoide mediante secuenciación completa del exoma. La mayoría de los 
pacientes incluidos en esta serie presentaban enfermedad localizada. El análisis 
combinado muestra que las vías más frecuentemente alteradas fueron la vía de 
PI3K/AKT/mTOR (60%), remodelación de la cromatina (45%) y proteolisis 
mediada por ubiquitina (35%) (131). Del mismo modo, Morris et al, realizaron 
secuenciación del exoma completo y número de copias sobre una muestra de 





con enfermedad metastásica, encontrando alteraciones genéticas que afectaban 
fundamentalmente a PIK3CA (90% de los pacientes), y genes relacionados con 
la modificación de histonas y por tanto con la remodelación de la cromatina. 
Describe además mutaciones sobre genes que afectan a la diferenciación 
celular, la vía de Wnt o la reparación del ADN. Por otro lado, encuentran 
mutaciones sobre RRBP1 no descritas previamente, pero no identifican 
alteraciones sobre FBXW7 y la vía de la proteolisis mediada por ubiquitinación 
(129). El análisis de variantes de alto impacto del presente estudio, realizado 
sobre 45 pacientes reafirma el papel patogénico a nivel mutacional de la vía de 
la remodelación de la cromatina (KTMD2, KMT2C, NSD1) y de la proteolisis 
mediada por ubiquitina con FBWX7, el gen más frecuentemente mutado en la 
serie. 
Otra de las limitaciones de este estudio a la hora de establecer las vías de 
señalización, ya comentada previamente, deriva de haber realizado un análisis 
de variantes genéticas muy restrictivo, limitado solamente a variantes de alto 
impacto funcional. Este tipo de análisis descarta entre otras, las variantes tipo 
missense. Así, con seguridad, se han desestimado genes con variantes que 
afectan a la patogénesis de esta neoplasia. Esta limitación afecta 
fundamentalmente a la baja sensibilidad para detectar variantes sobre 
oncogenes, lo que explica la discordancia en cuanto a frecuencia de mutaciones 
en PIK3CA con otros estudios. Como contrapartida, la ventaja de este análisis 
es que, las variantes recurrentes encontradas también con muy alta probabilidad 





6.4 Variantes genéticas asociadas a características clínico-patológicas 
Además de describir las variantes de alto impacto y el perfil mutacional global en 
carcinoma epidermoide de ano, parece relevante identificar aquellas 
alteraciones diferenciales para determinadas características clínico-patológicas. 
Al tratarse únicamente de un estudio exploratorio se utilizó el listado de los genes 
obtenido mediante el análisis de VEP, que identifica variantes de alto impacto o 
moderado según se describe en el apartado de material y métodos.  
6.4.1 Virus del papiloma humano 
La mayoría de los mecanismos etiopatogénicos del carcinoma epidermoide de 
ano están vinculados a las proteínas oncogénicas del virus del papiloma 
humano. Sin embargo, existe un 15% de casos VPH (-), cuyo mecanismo se ha 
asociado fundamentalmente a mutación en TP53, mientras que la mutación de 
este gen en carcinoma escamoso de ano VPH (+) son excepcionales. Así, en 
dos estudios que analizan TP53 en un panel, la frecuencia de mutaciones es del 
23% (4 casos) y 69% (9 casos de 13) (130,236). Asimismo, el análisis mediante 
secuenciación del exoma encuentra mutación sobre TP53 en el 67% (6 casos) y 
100% (2 casos) en otros dos estudios, con diferencias estadísticamente 
significativas respecto a los casos VPH (+)(127,129).  
En esta serie, solamente se encontraron 4 casos con variantes sobre TP53 
(menor al 10%), quedando fuera de los criterios de inclusión para la generación 
del listado de genes comparables para las características clínicas. No obstante, 
al tratarse del gen con mayor evidencia en la patogénesis del carcinoma de ano 





literatura al respecto, encontrando variantes en dos de los cinco casos VPH (-) 
(40%), y otros dos casos sobre 33 (6%) en los carcinomas VPH (+).  
Respecto al grueso del análisis comparativo, la observación más relevante es 
que todas las variantes genéticas diferenciales son más frecuentes en los 
tumores VPH (-), al igual que ocurre con TP53. Una explicación a estas 
diferencias puede estar relacionada con el fenómeno de hipermetilación 
presente en neoplasias asociadas a VPH, probablemente siendo necesario un 
menor número de mutaciones conductoras. Por ejemplo, en el proceso de 
carcinogénesis del carcinoma epidermoide de cérvix VPH (+) las lesiones 
premalignas, así como el propio carcinoma infiltrante presentan hipermetilación 
sobre regiones promotoras de genes supresores de tumores a través de la 
activación de la ADN-metil-transferasa por E6 y E7, que conlleva el 
silenciamiento génico (237,238). Además, el cáncer de cérvix asociado a VPH 
es un tumor con relativamente pocas mutaciones conductoras. Así mismo, el 
carcinoma de vulva muestra un mayor número de mutaciones drivers y una 
mayor carga mutacional en ausencia de VPH (239).   
No se encontraron diferencias en 10 de las variantes de alto impacto recurrentes 
analizadas. Las otras seis no fueron analizadas por tener frecuencia inferior al 
10% según análisis de impacto alto o moderado (ANEXO 1).  
Los genes que han presentado significativamente mayor frecuencia de variantes 
en los tumores VPH (-) fueron ZC3H13, ATXN2L, ATRNL1, ASCL1, NEB, 
KAT6B, RANBP2, PHACTR4, DMD, RYR2, C2orf16, BIRC6, CMYA5, PCNT y 
SDK1. No se pueden establecer conclusiones definitivas al respecto teniendo en 





6.4.2 Estadios TNM. Afectación ganglionar.  
Para crear una hipótesis de trabajo acerca de qué mutaciones genéticas se 
asocian a estadios más avanzados, y podrían permitir una ventaja oncogénica 
en la célula tumoral capaz de favorecer la progresión y el desarrollo de 
metástasis ganglionares, se hizo una comparación entre los estadios I-II vs III y 
por otro lado entre los casos N0 vs N1.  
Se han identificado variantes sobre varios genes relacionados con un estadio 
más avanzado de la enfermedad. ATM, MED1, SYNE1, CYFIP2, UTP14A o 
SLFN11, destacan por su patogénesis en cáncer. Además, con mayor o menor 
grado de evidencia, coinciden en participar como genes supresores en cáncer, 
implicados en la respuesta al daño del ADN y apoptosis (240–244). Esta 
característica está ampliamente reconocida en el desarrollo y progresión del 
cáncer (245). UTP14A juega un papel anti-apoptótico mediante mecanismos 
dependientes e independientes de p53 (246,247). Los productos de estos genes 
participan en las vías de la reparación del ADN o de la apoptosis. ATM presenta 
una frecuencia en estadios I-II del 5% y un 42% en los estadios III. No hay datos 
en cáncer de ano al respecto. En otros tumores, con poblaciones de pacientes 
heterogéneas existen datos discordantes respecto al pronóstico. Por ejemplo, en 
adenocarcinoma colo-rectal o vejiga, la presencia de mutación de ATM o su 
pérdida de expresión en estadios localizados se asocia a peor pronóstico, 
mientras que en enfermedad metastásica se asocia a mejor pronóstico 
(248,249). En el presente estudio, no obstante, no se encontraron diferencias en 
SLE. Quizás la mayor sensibilidad a platinos podría explicar esta discordancia, 





a platinos. CYFIP2 da lugar a una proteína pro-apoptótica mediada por p53, cuya 
inhibición promueve proliferación celular (241). El producto proteico de SLFN11 
inhibe la proliferación celular y sensibiliza a las células tumorales a agentes 
quimioterápicos del daño al ADN, actuando como respuesta al daño del ADN, y 
llevando a la célula a la muerte celular (242).  
El resto de los genes diferenciales no han demostrado en la literatura una 
relación consistente con el desarrollo y progresión del cáncer, o han presentado 
mayor frecuencia de variantes en los tumores más localizados. Teniendo en 
cuenta las limitaciones que presenta este análisis no parece que sean relevantes 
en el estadio o la capacidad de generar metástasis ganglionares en carcinoma 
escamoso de ano.  
Más allá de la comparación de alteraciones moleculares en diferentes estadios 
de enfermedad localizada, otros estudios han investigado los cambios respecto 
a la enfermedad metastásica en carcinoma escamoso de ano. Una comparación 
de mutaciones genéticas de tumor primario y recaídas sobre una pequeña 
muestra de pacientes encontró mayor presencia de mutaciones en FBXW7 y 
menor de EP300 en las recaídas (128). Sin embargo, en este mismo trabajo, la 
comparación de muestras pareadas de primarios y recaídas del mismo paciente 
(8 casos) no encontró diferencias ni en la carga ni en la firma mutacional.   
En carcinoma de ano, también se han asociado alteraciones moleculares en 
otras capas biológicas asociadas al estadio tumoral. Por ejemplo, el análisis de 
un grupo de pacientes del ensayo clínico RTOG 98-11 demuestra que el 





correspondientes a promotores de genes supresores, se asocia a tumores 
mayores a 5cm y/o con afectación ganglionar (250).  
6.5 Variantes genéticas con valor pronóstico 
En carcinoma epidermoide de ano existe escasa información acerca del papel 
pronóstico que pueden jugar variantes genéticas en la recaída de la enfermedad.  
Cacheux et al, encontraron un mayor riesgo de recaída en pacientes con 
mutaciones sobre PIK3CA, mientras que otros estudios no encuentran 
diferencias (128,130). También se ha descrito mayor riesgo de recaídas en 
aquellos casos con mutación sobre TP53 (130). En este trabajo no se han 
encontrado diferencias en riesgo de recaída para PIK3CA ni FBXW7, y TP53 no 
ha sido evaluado por presentar una frecuencia de variantes inferior al 10%. 
Con intención de evaluar nuevas variantes que pudieran presentar un papel 
pronóstico se evaluaron los 382 genes identificados mediante VEP para SLE. Se 
han identificado variantes en cinco genes que confieren peor pronóstico en esta 
serie de carcinoma escamoso de ano: BRCA2, ZNF750, FAM208B, ZC3H13 y 
ZNF599.  
Las variantes en ZNF750, no descritas hasta el momento en carcinoma 
epidermoide de ano, se asocian en este trabajo a una mediana de supervivencia 
libre de recaída significativamente inferior. La pérdida de expresión génica de 
ZNF750 se asocia a mutación del gen y a un peor pronóstico en carcinoma 
epidermoide de esófago y cavidad oral. Como se ha explicado anteriormente, se 
trata de un gen supresor de tumores, cuyas vías moleculares oncogénicas no se 





En esta cohorte, las variantes en BRCA2, presentes en un 18% de los casos, 
también se asocian a una SLE inferior, en torno a 10 meses, planteándose por 
tanto la posibilidad de que se trate un factor de mal pronóstico. Aunque un 
estudio encuentra mutaciones de BRCA2 en el 2,9% de los carcinomas 
escamosos de ano (127), no se ha descrito previamente su papel pronóstico en 
esta neoplasia. También se han descrito mutaciones de BRCA2 en torno al 10% 
de los carcinomas de vulva (239,251) y pene (252,253). Por otro lado, se han 
asociado a infección por VPH en carcinoma de vulva (239).  
El papel pronóstico de mutación germinal o somática de BRCA2 se ha estudiado 
en otros tumores con conclusiones variables. En cáncer de próstata o mama se 
ha asociado a peor SG, en cáncer de páncreas es indiferente, y en cáncer de 
ovario se asocia a mejor SG y SLP (254–257). La mutación en BRCA2 provoca 
un déficit en la reparación del ADN, y por tanto abre la oportunidad como diana 
terapéutica para platinos o inhibidores del PARP, por lo que, en pacientes 
tratados con platino es difícil diferenciar entre factor pronóstico positivo y factor 
predictivo de respuesta. En este estudio el número de pacientes con variantes 
en BRCA2 tratados con cisplatino fue pequeño, y no permite analizar los datos. 
Las variantes de ZC3H13, ZNF599 y FAM208B también se han asociado a peor 
pronóstico en carcinoma escamoso de ano por primera vez. El papel de 
FAM208B es desconocido. ZC3H13 y ZNF599 parecen actuar a nivel 
epigenético, modificando la expresión génica o promoviendo la m6A metilación 
de mRNA (258). En líneas celulares de cáncer de colon, ZC3H13 actúa como 





pérdida de expresión tumoral se ha asociado a tumores de colon más avanzados 
(259). 
El pequeño tamaño muestral, que no ha permitido hacer ningún ajuste de la p-
valor a los múltiples test realizados, el carácter exploratorio del mismo, la 
ausencia de estudios que permitan contrastar los hallazgos, y la ausencia de una 
cohorte de validación, obliga a interpretar estos resultados como generadores 
de hipótesis.  
6.6 Limitaciones del estudio 
Algunas de las limitaciones de este trabajo se han contextualizado en cada uno 
de los apartados de la discusión. A continuación, se discuten las limitaciones 
más relevantes. 
6.6.1 Muestra parafinada.   
Las muestras fijadas en formol y posteriormente embebidas en parafina permiten 
un manejo más adecuado para la práctica clínica. Sin embargo, esta forma de 
conservación provoca una mayor susceptibilidad en la fragmentación de ADN 
con mayor riesgo de degradación de la muestra, dificultando el proceso de 
extracción de ADN (260) y por tanto la sensibilidad de la técnica. No obstante, la 
mejora progresiva en la metodología de extracción de ADN, preparación de las 
muestras, así como en la propia secuenciación está permitiendo una gran 
fiabilidad en los resultados. Incluso, algunos estudios no han encontrado 
diferencias cuando la secuenciación de nueva generación se ha realizado en 





6.6.2 Ausencia de muestras pareadas tumor-tejido sano  
Las variantes identificadas en la muestra tumoral pueden ser somáticas, pero 
también podrían proceder de la línea germinal. Un análisis de secuenciación del 
exoma sin comparar con la línea germinal conlleva un elevado porcentaje de 
falsos positivos en las alteraciones encontradas (262). La mejor estrategia para 
conseguir una identificación precisa de las variantes somáticas en el tumor es la 
comparación de muestras pareadas tumor-tejido sano del paciente (262).  
En este trabajo, al tratarse de un estudio retrospectivo, no se disponía de tejido 
sano para cada paciente, por lo que, aunque se hubiera dispuesto de 
presupuesto suficiente, no habría sido posible realizar el análisis de muestras 
pareadas. Para minimizar esta limitación se realizó un filtrado de las variantes 
presentes en una muestra de pacientes sanos en >1% de la población mediante 
GnomAD. Con esta aproximación, existe un riesgo, fundamentalmente de falsos 
positivos (262).  
6.6.3 Ausencia de validación de las variantes mediante secuenciación 
Sanger 
Otra de las limitaciones en la metodología de este trabajo es que no se ha 
realizado validación mediante secuenciación por Sanger de las variantes 
encontradas en el análisis de secuenciación de nueva generación, a pesar de 
que ésta técnica siempre se ha considerado el gold standard para el diagnóstico 
de variantes genéticas (263). Así, en la mayoría de los estudios de investigación 





Sin embargo, cada vez hay más evidencias de que esta práctica podría no ser 
necesaria. Por ejemplo, un estudio reciente encuentra que es más probable que 
una única secuenciación por Sanger rechace la presencia de una verdadera 
mutación a que identifique un falso positivo de una variante identificada por 
secuenciación de nueva generación, concluyendo que la práctica debería 
modificarse y no incluir la validación por técnica de Sanger (264).  
6.6.4 Falta de información sobre el papel patogénico de variantes 
En las dos últimas décadas se está produciendo un avance exponencial en la 
tecnología de secuenciación y el desarrollo de herramientas de análisis de datos. 
Sin embargo, la interpretación de toda esta información está limitada por el 
desconocimiento del impacto funcional y patogénico de gran parte de las 
variantes genéticas, tanto en el genoma como en el exoma. Además, los criterios 
para establecer las variantes genéticas relevantes aún no están claramente 
establecidos (163). Todo ello impide extraer la máxima información a los datos 
obtenidos a día de hoy.   
6.6.5 Análisis restrictivo de variantes de alto impacto  
Una limitación comentada durante la discusión en varias ocasiones es que el 
análisis de variantes de alto impacto está más enfocado a la detección de 
variantes sobre genes supresores de tumores, y limita la sensibilidad para 
detectar variantes sobre oncogenes.  
6.6.6 Tamaño muestral.  
En este estudio solamente se han podido analizar 45 muestras de pacientes, que 





objetivos cualitativos, lo que dificulta poder asegurar una distribución 
representativa de la población a la hora de identificar las variantes conductoras 
en carcinoma epidermoide de ano, y por tanto, también las vías de señalización 
establecidas a partir de estas variantes.  
Más relevante es esta limitación para obtener conclusiones fiables respecto a los 
objetivos cuantitativos, como establecer las variantes diferenciales en función de 
variables clínicas o aquellas variantes que tienen un papel pronóstico, donde la 
escasa potencia estadística, junto con el elevado número de comparaciones 
realizadas únicamente permiten establecer hipótesis de trabajo para futuros 
estudios.  
A pesar de las limitaciones descritas, también se pueden resaltar algunas 
fortalezas de este trabajo. Por ejemplo, ante el aparente escaso número de 
pacientes incluidos en este estudio, hay que destacar que se trata de la serie de 
mayor tamaño muestral que realiza secuenciación del exoma completo sobre 
carcinoma escamoso de ano localizado. Por otro lado, se trata de una muestra 
homogénea de pacientes en cuanto a características clínicas, siendo la única 
serie que analiza exclusivamente tumores sin afectación metastásica, con 
biopsia procedente del tumor primario, lo que permite limitar el análisis a 
alteraciones moleculares menos tardías y, por tanto, con mayor potencial 
patogénico. Asimismo, todos los pacientes eran naïve para tratamiento quimio-
radioterápico en el momento de la realización de la biopsia, limitando el sesgo 
de presentar un patrón mutacional añadido secundario a dichos tratamientos. 




















1. El perfil mutacional del carcinoma epidermoide de ano localizado presenta 
una baja frecuencia de variantes de alto impacto sobre múltiples genes.  
2. Se han identificado 16 genes recurrentemente afectados por variantes de alto 
impacto: FBXW7, CLTC, NEXN, ZNF750, ARHGAP21, CNOT7, COG1, 
FAT1, KIAA0753, KMT2C, KMT2D, NSD1, RHBG, SRRM3, SYNE2 y 
TRAF3Ip1. 
3. Entre las vías de señalización más frecuentemente afectadas por las 
variantes de alto impacto destacan la vía de Wnt, inflamación, angiogénesis, 
receptores de la colecistoquinina, apoptosis, receptor del factor de 
crecimiento epidérmico o la vía de las cadherinas. Todas estas vías están 
implicadas en los hallmarks del cáncer.  
4. Se han encontrado diferencias en las alteraciones genéticas entre los 
tumores asociados y no asociados a VPH. Específicamente, se identificaron 
15 genes, que presentan una mayor frecuencia de variantes en los 
carcinomas VPH (-).  
5. En comparación con los estadios I y II, en el estadio III se han identificado 11 
genes afectados por variantes. Entre estos genes, los más estudiados son 
genes supresores de tumores que están implicados en la reparación del ADN 
o en la apoptosis, como ATM, CYFIP2, SLFN11, SYNE1 o MED1.  
6. El análisis exploratorio muestra que las variantes en BRCA2, ZNF750, 
ZC3H13, ZNF599 y FAM208B podrían impactar negativamente en la 
supervivencia libre de enfermedad.   
7. Es necesario realizar estudios con mayor potencia estadística para validar los 
resultados encontrados.  
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11 ANEXOS 






TTN 30 67% 
BCLAF1 29 64% 
CS 21 47% 
PIK3CA 18 40% 
FBXW10 17 38% 
MUC4 17 38% 
MAGI1 15 33% 
MUC16 15 33% 
VTN 15 33% 
CTB-96E2.2 14 31% 
IFT122 14 31% 
LSMD1 14 31% 
MUC17 14 31% 
KMT2D 13 29% 
PCLO 13 29% 
ATM 12 27% 
SPEN 12 27% 
NCOR2 12 27% 
HUWE1 11 24% 
MACF1 11 24% 
NEB 11 24% 
OBSCN 11 24% 
USH2A 11 24% 
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ADCK2 11 24% 
AHNAK 10 22% 
CSMD1 10 22% 
DST 10 22% 
KMT2C 10 22% 
MED12L 10 22% 
SRRM2 10 22% 
C5orf42 9 20% 
DNAH17 9 20% 
FREM2 9 20% 
HCFC1 9 20% 
LRP2 9 20% 
MSN 9 20% 
MUC5B 9 20% 
PKHD1 9 20% 
RBPJ 9 20% 
SYNE2 9 20% 
TCHH 9 20% 
VCAN 9 20% 
KAT6B 9 20% 
MYCBP2 9 20% 
ZAN 9 20% 
CNTNAP2 9 20% 
AC104809.3 8 18% 
BPTF 8 18% 
BRCA1 8 18% 
BRCA2 8 18% 
BSN 8 18% 
  181 
CAMSAP1 8 18% 
CSMD3 8 18% 
DMD 8 18% 
DNAH14 8 18% 
FAT1 8 18% 
FAT2 8 18% 
HSPG2 8 18% 
LAMA5 8 18% 
MAST2 8 18% 
MBD5 8 18% 
NSD1 8 18% 
PRRC2C 8 18% 
PTPRO 8 18% 
UBR4 8 18% 
ZNF462 8 18% 
ZSWIM8 8 18% 
AHNAK2 8 18% 
CDCP2 8 18% 
ENAH 8 18% 
FLG 8 18% 
LRP1B 8 18% 
MAP2 8 18% 
RYR2 8 18% 
TPTE 8 18% 
TEX15 8 18% 
DNAH9 8 18% 
C2orf16 8 18% 
AK9 7 16% 
  182 
BIRC6 7 16% 
CCDC180 7 16% 
CHD7 7 16% 
CMYA5 7 16% 
COL11A1 7 16% 
DGKZ 7 16% 
DNAH1 7 16% 
DNHD1 7 16% 
DYNC2H1 7 16% 
EIF4G3 7 16% 
FAM208B 7 16% 
FAT4 7 16% 
GCN1L1 7 16% 
GPR98 7 16% 
INO80 7 16% 
KIAA0100 7 16% 
LAMA1 7 16% 
MED1 7 16% 
MYO15A 7 16% 
PCNT 7 16% 
PCNXL3 7 16% 
PRR12 7 16% 
RANBP2 7 16% 
RNF40 7 16% 
SMG1 7 16% 
UBR5 7 16% 
VPS13B 7 16% 
VWF 7 16% 
  183 
ALMS1 7 16% 
ATXN2L 7 16% 
CELSR3 7 16% 
COL7A1 7 16% 
DMBT1 7 16% 
DOCK3 7 16% 
HERC1 7 16% 
HMCN1 7 16% 
IGSF10 7 16% 
KIAA0753 7 16% 
KRTAP5-10 7 16% 
MASP1 7 16% 
MYO6 7 16% 
NCOA2 7 16% 
NEFH 7 16% 
QSER1 7 16% 
SYNE1 7 16% 
VPS13D 7 16% 
ZFHX3 7 16% 
PTPN13 7 16% 
FBXW7 7 16% 
HELZ2 7 16% 
ANPEP 6 13% 
CACNA1F 6 13% 
CCDC108 6 13% 
CDH23 6 13% 
COL6A6 6 13% 
CROCC 6 13% 
  184 
CYFIP2 6 13% 
DNAH2 6 13% 
DNAH6 6 13% 
GRID2IP 6 13% 
KDM6B 6 13% 
KIAA1109 6 13% 
KIAA1211 6 13% 
MAPK8IP3 6 13% 
MAPKAPK2 6 13% 
NARS 6 13% 
PAPPA2 6 13% 
PDE4DIP 6 13% 
PHACTR4 6 13% 
PHLPP2 6 13% 
PLEC 6 13% 
RGAG1 6 13% 
RNF213 6 13% 
RYR3 6 13% 
SDK1 6 13% 
SRRM1 6 13% 
TAF15 6 13% 
TATDN1 6 13% 
THOC2 6 13% 
TRIO 6 13% 
VWA3A 6 13% 
WDFY3 6 13% 
ZC3H13 6 13% 
ZCCHC6 6 13% 
  185 
ZNF599 6 13% 
ABCA13 6 13% 
ANKHD1 6 13% 
ANKRD27 6 13% 
CHD1 6 13% 
CUBN 6 13% 
DNAH7 6 13% 
DOCK10 6 13% 
DOCK7 6 13% 
FAM186A 6 13% 
FN1 6 13% 
GOLGB1 6 13% 
HRNR 6 13% 
KIAA1244 6 13% 
KMT2B 6 13% 
MICAL3 6 13% 
MXRA5 6 13% 
MYBBP1A 6 13% 
MYH11 6 13% 
NOTCH2 6 13% 
POU2F1 6 13% 
QRICH2 6 13% 
SBNO2 6 13% 
SI 6 13% 
SPTA1 6 13% 
SRRT 6 13% 
TNRC18 6 13% 
TRAF3IP1 6 13% 
  186 
TRANK1 6 13% 
ZFHX4 6 13% 
ADAM19 6 13% 
CFP 6 13% 
COL18A1 6 13% 
FTSJ3 6 13% 
NRK 6 13% 
TLN2 6 13% 
TSPAN6 6 13% 
UTP14A 6 13% 
ZZEF1 6 13% 
ANK3 6 13% 
LYST 6 13% 
RAB40AL 6 13% 
TBC1D8B 6 13% 
WSCD2 6 13% 
ZFAT 6 13% 
BOD1L1 6 13% 
NOTCH1 6 13% 
PDZD2 6 13% 
SLFN11 6 13% 
ZNF469 6 13% 
CSPG4 6 13% 
ASCL1 6 13% 
AKAP9 5 11% 
AQR 5 11% 
ARID1B 5 11% 
BZRAP1 5 11% 
  187 
C10orf71 5 11% 
C3 5 11% 
CAD 5 11% 
CDHR5 5 11% 
CEP164 5 11% 
CHD5 5 11% 
CHD8 5 11% 
CHRM3 5 11% 
COL5A3 5 11% 
CR1 5 11% 
DCHS2 5 11% 
DIP2B 5 11% 
DNAH11 5 11% 
DNAH12 5 11% 
DYNC1H1 5 11% 
EFCAB6 5 11% 
FANCM 5 11% 
FAT3 5 11% 
FBXO38 5 11% 
GARNL3 5 11% 
GATAD2A 5 11% 
GNPAT 5 11% 
HEATR5B 5 11% 
IPO11 5 11% 
IQGAP2 5 11% 
KDM2A 5 11% 
KIF13A 5 11% 
KIF24 5 11% 
  188 
MED13L 5 11% 
MGAM 5 11% 
MIB2 5 11% 
MTOR 5 11% 
MYH15 5 11% 
MYO5B 5 11% 
MYO9B 5 11% 
NIPBL 5 11% 
NUP160 5 11% 
OBSL1 5 11% 
OTOG 5 11% 
PCDHA11 5 11% 
PCDHA3 5 11% 
PIK3C2B 5 11% 
POLQ 5 11% 
PPRC1 5 11% 
PRKDC 5 11% 
PTPRF 5 11% 
RAD54L2 5 11% 
RARG 5 11% 
RGPD3 5 11% 
RNF17 5 11% 
RP11-
407N17.3 5 11% 
RP11-
574K11.31 5 11% 
RPTN 5 11% 
RTEL1 5 11% 
RYR1 5 11% 
  189 
SHANK1 5 11% 
SMARCA2 5 11% 
SNRNP200 5 11% 
TMEM131 5 11% 
TRRAP 5 11% 
USP31 5 11% 
USP9Y 5 11% 
VPS13A 5 11% 
WDFY4 5 11% 
XDH 5 11% 
ZNF646 5 11% 
ZNF750 5 11% 
ACSL5 5 11% 
ADAR 5 11% 
AIM2 5 11% 
AKAP1 5 11% 
ANKHD1-
EIF4EBP3 5 11% 
ARID1A 5 11% 
ARID4B 5 11% 
ATP2B4 5 11% 
ATRNL1 5 11% 
CACNA1C 5 11% 
CCNB3 5 11% 
CDC42BPB 5 11% 
CDK12 5 11% 
CEP350 5 11% 
CIITA 5 11% 
COL1A2 5 11% 
  190 
CSMD2 5 11% 
DCC 5 11% 
DLG5 5 11% 
DNAH5 5 11% 
EP400 5 11% 
FAN1 5 11% 
FLG2 5 11% 
GCC2 5 11% 
HIVEP1 5 11% 
HYDIN 5 11% 
IGSF9B 5 11% 
KALRN 5 11% 
KCNT2 5 11% 
KIAA0947 5 11% 
KIAA1429 5 11% 
KIAA1522 5 11% 
KMT2A 5 11% 
LPIN3 5 11% 
LRP1 5 11% 
MAGEC1 5 11% 
MAP9 5 11% 
NEXN 5 11% 
NOTCH3 5 11% 
PCNXL2 5 11% 
PDE6B 5 11% 
PDS5B 5 11% 
PLD1 5 11% 
POU5F1B 5 11% 
  191 
PRG4 5 11% 
PTPN23 5 11% 
RBM20 5 11% 
RBM27 5 11% 
RELN 5 11% 
RPAP1 5 11% 
RTEL1-
TNFRSF6B 5 11% 
SACS 5 11% 
SBF1 5 11% 
SH3BP1 5 11% 
SLC8A3 5 11% 
SNPH 5 11% 
SVEP1 5 11% 
TRAPPC10 5 11% 
VPS13C 5 11% 
ZDBF2 5 11% 
ZFAND4 5 11% 
ZMYM3 5 11% 
ADAMTS9 5 11% 
ANKRD18B 5 11% 
AP3B1 5 11% 
BAI2 5 11% 
BCAN 5 11% 
CEP250 5 11% 
CIT 5 11% 
CNTLN 5 11% 
HIPK3 5 11% 
KTN1 5 11% 
  192 
MAP4K4 5 11% 
NES 5 11% 
NOP9 5 11% 
TACC2 5 11% 
UTRN 5 11% 
ABCC12 5 11% 
ARID2 5 11% 
CCDC88B 5 11% 
CENPJ 5 11% 
EPG5 5 11% 
LIG1 5 11% 
MAP1A 5 11% 
PKD1 5 11% 
SYBU 5 11% 
TNRC6B 5 11% 
ZMYM6 5 11% 
ZNF292 5 11% 
ZNFX1 5 11% 
ARHGAP35 5 11% 
ARHGEF40 5 11% 
BCORL1 5 11% 
SPEG 5 11% 
ZC3H11A 5 11% 
ZC3H12B 5 11% 
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12 ABREVIATURAS 
5-FU: 5-Fluorouracilo 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AIN: Anal intraepithelial neoplasia (Neoplasia intraepitelial de ano) 
AINES: Anti-inflamatorios no esteroideos 
AJCC: American Joint Committee on Cancer 
CCKR: Cholecystokinin receptors (Receptores de la colecistoquinina) 
ctADN: Acido desoxirribonucleico tumoral circulantes 
CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 
DSC1: Desmocolina-1 
DSG1: Desmogleina-1 
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group 
EGFR: Epidermal growth factor receptor (Factor de crecimiento epidérmico) 
FFPE: formalin-fixed, paraffin embedded (fijada en formol y embebida en 
parafina) 
HR: Hazard ratio (cociente de riesgo)  
HSH: Hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres 
HSIL: High-grade squamous intraepithelial lesion (lesión escamosa intraepitelial 
de alto grado) 
HSM: Hombres que mantienen relaciones sexuales con mujeres 
ICGC: International Cancer Genome Consortium 
IGV: Integrative Genomics Viewer 
LSIL: Low-grade squamous intraepithelial lesion (lesión escamosa intraepitelial 
de bajo grado) 
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PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PD1: programmed death 1 (muerte programada 1) 
PDGF: Platelets derived growing factor (Factor de crecimiento derivado de 
plaquetas) 
PET: Tomografía por emisión de positrones 
QT: Quimioterapia 
RMN: Resonancia Magnética Nuclear 
RT: Radioterapia 
SCCA: Squamous cell carcinoma antigen (antígeno del carcinoma de células 
escamosas) 
SG: Supervivencia global 
SIDA: Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
SLC: Supervivencia libre de colostomía 
SLE: Supervivencia libre de enfermedad 
SLP: Supervivencia libre de progresión 
VEP: Variant Effect Predictor 
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 
VPH: Virus del papiloma humano 
 
